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비알콜성 지방간질환(nonalcoholic fatty liver disease, NAFLD)은 진행 경과에 
따라 지방간(steatosis)을 시작으로 염증반응을 동반하는 비알콜성 
지방간염(non-alcoholic steatohepatitis, NASH), 나아가 진행 섬유화증(advanced 
fibrosis) 및 간 경변(cirrhosis)까지 포함하는 질환을 의미한다. 특히 지방간은 
간세포 내에 중성지질 함량이 전체 간 무게의 5% 이상을 초과하는 병적 
상태로서, 이는 인슐린 저항성 및 간 내 염증 반응을 유도하여 지방간염과 
진행 섬유화증을 야기할 수 있다. 지방간 및 간 섬유화증에 대한 치료제는 
없는 실정이며 현재까지 밝혀진 약물 표적 분자로는 완치에 한계가 있다. 
따라서 간세포의 손상 및 염증 반응의 원인이 되는 간 내 지질 축적과 
만성적인 간질환에 따른 간 섬유화증을 조절할 수 있는 새로운 약물 표적 
분자 발굴이 중요하다. 
G protein-coupled receptor 119 (GPR119)는 항 당뇨 치료제로 개발되고 있는 
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신규 약물 표적 분자이다. 기존 연구결과에서 GPR119의 간 내 발현이 거의 
관찰되지 않았으며, 현재까지 지방간 및 간 섬유화증에 대한 GPR119 
리간드의 효능에 대해서는 평가되지 않았다. 따라서, 본 연구에서는 
GPR119가 간세포 및 간 성상세포에 상시 발현되어 있음을 PCR 및 
면역조직화학을 통하여 확인하였고, 간세포 및 간 성상세포에서의 GPR119 
리간드의 효능에 대한 영향을 알아보고자 하였다. 
GPR119 야생형(wild type, WT) 마우스의 1차 배양 간세포와 비교하여 
GPR119 결손형(knock out, KO) 마우스의 1차 배양 간세포에서 지질 합성 
효소(acetyl-CoA carboxylase, ACC 와 fatty acid synthase, FAS) 및 liver X receptor 
(LXR)리간드에 의하여 유도되는 sterol regulatory element binding protein-1 
(SREBP-1)의 발현이 증가함을 확인하였다. 이러한 결과는 비정상적인 간 내 
지질 축적 과정에 GPR119가 관여함을 제시한다. 고당/고인슐린 노출에 의한 
간세포의 SREBP-1 및 지질 합성 효소 발현 증가와 그에 따른 지질 축적이 
GPR119 리간드 처리에 의하여 억제됨을 관찰하였다. 또한, LXR 리간드 처리 
시 유도되는 SREBP-1 및 지질 합성 효소의 발현이 임상 진입 GPR119 
리간드(MBX-2982, MBX)를 처리하였을 때 억제되는 것을 확인하였다. 
다음으로 GPR119 WT과 GPR119 KO 마우스를 이용하여 GPR119 리간드에 
의한 지방간 개선효과를 평가하였다. GPR119 WT 마우스에서는 GPR119 
리간드 투여에 의하여 고지방 식이로 증가된 간 내 지질 축적과 SREBP-1 및 
지질 합성 효소의 발현이 현저히 감소하였다. 하지만 GPR119 KO 
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마우스에서는 GPR119 리간드 처리에 의한 효과는 나타나지 않았다. 이는 
GPR119 리간드의 간 내 지질 축적 억제가 GPR119를 매개하여 나타나는 
효과임을 시사한다. 간 내 지질 축적 억제에 대한 신호 전달 경로로서 
GPR119 리간드가 AMP-activated protein kinase (AMPK) 활성화를 통하여 
SREBP-1을 억제함을 확인하였다. 이상의 결과는 GPR119 리간드가 지방간 
치료에 대한 신규 약물 표적 분자로서 이용될 수 있음을 지지한다. 나아가, 
세포기반 스크리닝법에 의하여 도출된 GPR119 리간드 후보물질을 활용하여, 
고당/고인슐린 자극 시 증가하는 SREBP-1 및 지질 합성 효소 발현을 억제할 
수 있는 신규 GPR119 리간드를 도출하였다.  
다음으로 NAFLD의 마지막 단계인 간 섬유화 및 성상세포에 대한 
GPR119 리간드의 효능에 대하여 평가하였다. 성상세포의 
근섬유모세포(myofibroblast)로의 분화 시 유도되는 collagen I 발현과 
transforming growth factorβ (TGFβ)처리에 의하여 증가되는 collagen I과 TGFβ의 
발현이 GPR119 리간드 처리에 의하여 억제됨을 성상세포에서 확인하였다. 
또한, 사염화탄소(carbon tetrachloride, CCl4)투여에 의하여 유도되는 간 
섬유화증 모델에서 GPR119 리간드의 개선 효과를 평가하였다. 간 섬유화 시 
증가되는 α-smooth muscle actin (α-SMA), collagen I 및 TGFβ의 발현 및 TGFβ 
수용체 하위 활성화 신호인 Smad2/Smad3의 인산화가 GPR119 리간드 투여에 
의하여 억제되었다. 다음으로, 성상 세포의 collagen I 및 TGFβ 발현 억제는 
GPR119 리간드의 AMPK 인산화에 의한 p300과 Smad3의 상호작용 억제를 
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통하여 일어남을 규명하였다. 또한 GPR119 리간드는 강력한 증식 인자인 
platelet derived growth factor (PDGF)에 의한 성상세포의 증식을 감소시켰다. 
나아가 PDGF에 의하여 증가되는 증식 유도 인자인 peptidyl prolyl isomerase 
(Pin1)의 발현이 GPR119 리간드에 의하여 감소함을 확인하였고, TGFβ1에 
의하여 증가된 간 섬유화 유도 인자에 대한 GPR119 리간드의 억제 효과가 
부분적으로 Pin1을 매개하여 나타나는 효과임을 확인하였다. 
GPR119에 의하여 그 발현이 조절되는 Pin1은 이소머라제의 한 종류로서 
만성 염증 질환 및 폐 섬유화증 (pulmonary fibrosis)에 관여하고, 암세포의 
증식 및 전이를 유도한다고 알려져 있다. 하지만 간 섬유화증 조절에 있어 
Pin1의 역할 및 그 분자적 기전에 대한 연구는 수행되지 않았다. 본 
연구에서는 면역염색법 및 immunoblot를 통하여 간암 환자의 간 조직 중 
섬유화 발생 부위 및 성상세포에서 Pin1의 발현이 증가함을 확인하였고, 
Pin1이 간 성상세포의 활성화 과정에 미치는 영향을 연구하였다. 섬유화 
발생 시 성상세포에서 Pin1의 발현이 증가하는 점에 착안하여 성상세포에 
adenovirsus를 이용하여 Pin1을 과발현 시킨 결과, 성상세포의 근섬유모세포 
분화 시 증가 하는 α-SMA 발현이 증가하였다. 이와 반대로, Pin1 저해제 및 
Pin1 short hairpin RNA (shRNA)을 이용한 Pin1 억제 시 α-SMA의 발현이 
감소하였다. 이는 간 섬유화 진행 시 Pin1이 성상세포의 활성화 과정에 
관여함을 시사한다. 또한 세포 외 기질 및 교원질을 축적시키는 핵심 인자인 
TGFβ1 mRNA의 발현이 Pin1을 과발현 시킨 성상세포에서 증가함을 
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관찰하였다. 이와 반대로, Pin1 결손형 마우스 배아 섬유모세포 및 Pin1 
저해제를 처리한 성상세포에서는 TGFβ1 mRNA의 발현이 감소하였다. 또한, 
reporter gene 분석 및 siRNA 도입을 통하여 Pin1의 TGFβ1 유전자 전사 조절 
과정에서 c-Jun/activator protein-1 (AP-1)이 중요 전사인자로 작용함을 
규명하였다. 나아가 Pin1 저해제 및 Pin1 shRNA를 통한 Pin1 억제 및 Pin1 
결손형 마우스 배아섬유모세포에서 TGFβ1에 의해 유도되는 Smad2/Smad3의 
인산화 및 하위조절 단백질인 plasminogen activator inhibitor-1 (PAI-1)의 발현 
증가가 감소됨을 관찰하였다.  
종합할 때, 본 연구에서는 GPR119가 간세포 및 간 성상세포에 발현되어 
있음을 밝혔고, GPR119 리간드에 의하여 간세포의 지질 축적 억제 및 
성상세포의 활성화에 의하여 야기되는 교원질의 축적을 억제시킬 수 있음을 
규명하였다. 또한 GPR119에 의하여 조절되는 Pin1이 간 성상세포의 활성화 
및 TGFβ1 유전자 발현 조절에 관여함을 규명하였다. 이는 GPR119 가 
비알코올성 지방간 질환 중 지방간 및 간 섬유화증에 대한 신규 약물 
표적분자로서 효과적인 약물 작용점이 될 수 있음을 제시한다.   
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I. 서 론 
 
비알코올성 지방간 질환(non-alcoholic fatty liver disease, NAFLD)은 음주와 
관계없이 비만, 당뇨병, 고지혈증, 약물 등의 원인에 의하여 발병될 수 
있으며, 진행 경과에 따라 지방간(steatosis) 및 염증반응을 나타내는 비알콜성 
지방간염(non-alcoholic steatohepatitis, NASH), 진행 섬유화증(advanced fibrosis) 
및 간경변(cirrhosis)까지 포함하는 넓은 범위의 질환을 의미한다 (1). 고지방 
및 고열량 식이 섭취에 따른 성인병 증가로 선진국 기준 성인 인구의 20-
30%가 비알코올성 지방간 질환을 나타낸다. 그 중 2-3%가 비알코올성 
지방간염 환자로 이행되는데, 조직학적으로 염증 및 섬유화 소견을 보이는 
비알코올성 지방간염을 시작으로 간경변 및 간암으로 발전할 위험이 매우 
높아지게 된다 (2). 비알코올성 지방간 질환 환자의 지방간은 의학적으로 
중성지질 함량이 전체 간 무게의 5% 이상을 초과하는 병적 상태를 의미한다 
(3). 이는 비만, 인슐린 저항성 및 글루코스 등에서 기인한 지질 합성의 
증가에 따른 간세포 내 자유지방산(free fatty acid, FFA)의 축적을 특징으로 
한다. 특히 증가된 간세포 내 유리지방산이나 콜레스테롤에 의한 
지질독성(lipotoxicity) 및 증가된 염증성 사이토카인(inflammatory cytokine)이 
지방간에서 지방간염으로 진행하는 과정에서 중요한 역할을 한다고 보고되고 
있다 (4). 비알코올성 지방간 질환 환자에게 사용되고 있는 치료제는 
인슐린저항치료제(pioglitazone) 등과 같이 위험인자의 교정을 통해 지방간을 
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개선하는 약제 및 vitamin E 등 항산화제가 권고되고 있다 (5). 그러나 기존에 
사용되는 약제들은 장기간 사용에 대한 안정성 문제 및 본질적인 치료제가 
아닌 증상 개선제로 이용되는 약물이므로 표적 효과로 볼 수 없으며, 
현재까지 지방간을 치료할 수 있는 약물은 없는 실정이다. 
비알코올성 지방간 질환의 마지막 단계인 간섬유화 및 간경변증은 대사성 
질환, HBV, HCV 등 virus 감염, 독성물질의 노출 등 다양한 원인 인자의 
만성적인 간세포의 파괴와 염증반응으로 인하여 간 내 세포 외 기질(extra 
cellular matrix, ECM)의 비정상적인 침착을 야기한다 (6). 간 섬유화의 표준 
치료법으로서 간 이식만이 유일하며 임상적으로 승인된 치료 약물은 없는 
실정이다 (7). 간 섬유화는 지속적인 간세포 손상에 따른 활성산소기(reactive 
oxygen species, ROS) 및 염증성 사이토카인 등의 분비에 의한 대식(쿠퍼)세포 
및 다양한 염증 세포들의 활성화를 통하여, 간 성상세포(hepatic stellate cell)의 
근섬유모세포(myofibroblast)로의 분화(transdifferentiation) 및 증식을 유도한다 
(8). 이러한 성상세포 활성화는 간 섬유화를 유도하는 강력한 유도인자인 
transforming growth factorβ1 (TGFβ1) 분비를 증가시키고, 이는 세포 외 기질의 
비정상적인 침착을 일으킨다 (6). 따라서 간 섬유화 치료를 위한 성상 세포의 
활성화 억제 및 그에 대한 새로운 약물 작용점의 발굴이 매우 중요하다.  
G protein-coupled receptor 119 (GPR119)는 췌장의 베타세포 및 소장의 
장내분비세포인 K-세포와 L-세포에 주로 분포하는 것으로 알려져 있으며 
당뇨병 치료제의 신규 타겟으로 제시되고 있다 (9, 10). 특히 췌장에서 
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GPR119 수용체의 활성화는 외부 글루코스 자극에 대한 인슐린 분비를 
증가시키는 것으로 기존의 당뇨병 치료제가 갖는 저혈당 유발효과가 없는 
장점이 있다 (11). 소장에서 GPR119의 활성화는 L-세포에서 glucagon-like 
peptide-1 (GLP-1), glucagon-like peptide-2 (GLP-2), peptide YY의 분비 및 K-
세포에서 glucose-dependent insulinotropic peptide (GIP)의 분비를 촉진하는 
것으로 보고되어 있다  (12). 현재까지 개발중인 GPR119 합성 리간드는 
대부분 당뇨병의 차세대 치료제로 상당한 기대를 모으고 있으며, GPR119의 
합성 리간드인 MBX-2982 (MBX)와 GSK1292263 (GSK)가 혈당강하를 
촉진하는 신호와 연계되어 항당뇨 효능의 기전으로 임상 2상에 진입한 
물질들로 가장 앞서가고 있는 상황이다 (13). 최근 보고에 의하면 췌장 및 
소장 내 분포와 비교하여 그 발현이 상대적으로 낮지만 심장 및 근육 등 
다른 말초조직에서 GPR119 발현이 관찰됨이 알려져 있다 (9, 14). 하지만 
GPR119에 대하여 간 조직에서의 병태생리적 역할은 현재까지 알려진 바가 
없다.  
GPR119와 함께 GPR40 family receptor (GPR41과 GPR43), GPR84, GPR120 및 
cannabinoid Receptor 1 (CB1) 및 cannabinoid Receptor 2 (CB2)가 자유지방산 및 
지질 유도체들에 대한 수용체로서 보고되어 있다 (15). 그 중 GPR41, GPR43, 
GPR84, GPR120이 지방조직과 단핵구 및 대식세포에 발현되어 있으며 그에 
대한 병태생리학적 역할이 규명되었고, 특히 지질계 유도체인 
endocannabinoid에 대한 수용체인 CB1 및 CB2가 간세포, 대식세포 및 간 
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성상세포에서 발현하여 지방간 및 간 섬유화 조절에 관여함이 알려져 있다 
(16). 그러나 다양한 지질계 유도체들이 GPR119의 내인성 리간드로 보고되어 
있지만 GPR119의 지방간 및 간 섬유화에 대한 평가는 현재까지 보고된 바가 
없다.  
본 연구에서는 인간 및 마우스의 정상 간 조직, 마우스의 간에서 분리한 
1차 배양 간세포에서 GPR119의 발현을 확인하고 GPR119의 간 내 지질 
합성(lipogenesis)에 대한 기능적 역할을 규명하고자 하였다. 이를 위하여 
GPR119 선택성 리간드를 이용하여 지질 합성 경로에 미치는 영향을 
평가하였으며, GPR119 야생형(wild type, WT) 및 결손형(knock out, KO)마우스를 
활용한 고지방 식이 유도 지방간 모델에서 GPR119 리간드의 항 지방간 
효과에 대한 영향을 평가하였다. 즉 GPR119 및 그 리간드가 비알코올성 
지방간에 대한 치료 효과가 있음을 규명함으로써, 비알코올성 지방간 질환의 
예방 또는 치료에 GPR119 리간드가 적합하게 적용될 수 있음을 제시하고자 
한다. 
나아가 자유지방산 및 지질 유도체들의 다양한 수용체가 간 내 존재하는 
세포(간세포, 대식세포, 간 성상세포, 단핵구)들에서 발현하고 있고 그 중 
지질 유도체인 endocannabinoid에 대한 수용체인 CB1 및 CB2가 간 
성상세포에서 발현하여 간 섬유화 조절에 관여한다는 점에 착안하여, 인간의 
간 내 섬유화 조직과 마우스의 1차 배양 간 성상세포에서 GPR119의 발현을 
확인하고 성상세포의 활성화에 대한 GPR119의 기능적 역할을 알아보고자 
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하였다. 또한 GPR119 리간드의 간 섬유화에 미치는 영향을 사염화탄소로 
유도한 간 섬유화 동물모델을 이용하여 규명하고자 하였다.  
다음으로 간 섬유화를 조절하는 주요 인자로서 peptidyl prolyl isomerase 
(Pin1)을 제시한다. Pin1은 유사분열을 조절하는 효소로서 프롤린 링 측면에 
인산화된 세린/쓰레오닌(serine/threonine) 잔기를 인식하여, 펩타이드 본드의 
cis-trans 이성질화를 촉진하는 프롤릴 이소머라제(prolyl isomerase)이다 (17). 
Pin1에 의한 펩타이드 본드의 cis-trans 이성질화는 Tau, p53, c-Jun, NF-κB, c-Myc 
등 세포 신호 전달 체계를 조절하는 단백질들의 구조적 변화를 촉진하고, 
단백질들간의 상호 작용 및 세포 내 위치변경, 단백질 분해의 변화를 통해서 
효소의 촉매 활성(catalytic activity)을 조절한다 (17, 18). Pin1은 전립선, 유방, 
구강, 폐 및 직장 등 다양한 암세포에서 그 발현이 현저히 증가되어 있으며, 
암세포의 증식, 혈관신생, 전이에 중요한 상피중간엽세포 이행 등에 
관여한다고 보고되어 있다 (19). 특히 Pin1은 혈관평활근 세포의 증식을 
유도함이 알려져 있으며, Pin1 억제 시 염증에 의한 폐 교원질(pulmonary 
collagen) 침착이 감소됨이 보고되어 있다 (20, 21). 또한 Pin1은 활성화된 
면역세포에서 섬유화를 유도하는 성장인자 및 사이토카인(cytokine)의 조절을 
통해 면역반응을 조절한다 (22). 하지만 Pin1의 간 섬유화 조절에 대한 
연구는 전무하다. 
본 연구에서는 간 섬유화 과정에서 Pin1 조절이 간 성상세포의 활성화 
과정과 TGFβ1 유전자 발현 조절 또는 하위 신호 전달 경로에 미치는 영향을 
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평가하고자 하였다. 나아가 GPR119 리간드의 간 성상세포 증식 및 간 
섬유화 유도 인자 억제가 Pin1과 관련 여부를 평가하고자 하였다. 
이상의 연구배경에 근거하여 본 연구에서는 비알코올성 지방간 질환 중 
지방간 및 간 섬유화 예방 및 치료를 위하여 새로운 약물 작용점을 
발굴하고자 하였다. 구체적인 세부 연구 목표는 다음과 같다.  
1) 인간과 마우스의 정상 간 조직 및 마우스에서 1차 배양한 간세포에서 
GPR119의 발현을 알아보고자 하였다. 
2) GPR119 결손형 마우스를 활용하여 in vitro와 in vivo 실험에서 GPR119 
리간드가 지질 합성 경로 조절에 관여하는지 연구하였다. 
3) 인간의 간 섬유화 조직 및 마우스에서 1차 배양한 간 성상세포에서 
GPR119 및 Pin1의 발현을 알아보고자 하였다. 
4) GPR119리간드의 간 섬유화 과정에 미치는 영향과 그에 대한 분자적인 
기전 및 Pin1의 관련성을 밝히고자 하였다. 
5) Pin1의 TGFβ1의 유전자 발현 및 간 성상세포의 활성화에 미치는 




II. 실험재료 및 방법 
 
II-1. 시약 및 재료  
Anti-fatty acid synthase (FAS), anti-sterol regulatory element binding protein-
1(SREBP-1) 그리고 anti-plasminogen activator inhibitor-1 (PAI-1) 항체는 BD 
Biosciences (Franklin Lakes, NJ, USA)에서 제공받았다. phospho-SREBP-1c (ser372), 
AMP-activated protein kinase (AMPK), phospho-AMPK, acetyl-CoA carboxylase (ACC), 
phospho-ACC, p-Smad2, p-Smad3, Smad2, Smad3, acetylated lysine 그리고 lamin A/C, 
Horseradish peroxidase-conjugated donkey anti-rabbit IgG 그리고 Horseradish 
peroxidase-conjugated donkey anti-mouse IgG항체는 Cell Signaling Technology 
(Beverly, MA, USA)에서 구매하였다. Anti-GPR119, anti-collagen I 항체는 Abcam 
plc. (Cambridge, MA, USA)에서 제공받았다. Pin1, p300, c-Myc, phosphoenolpyruvate 
carboxykinase (PEPCK), pyruvate carboxylase (PC) 그리고 anti-goat IgG 항체는 
Santa Cruz Biotechnology (Dallas, TX, USA)에서 구입하였다. Actin, smooth muscle 
Ab-1, anti-β-actin 항체, insulin 그리고 glucose는 Sigma (St. Louis, MO, USA)에서 
구매하였다. Anti-glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) 항체, 
T0901317 (T090), H-89 그리고 compound C는 Calbiochem (San Diego, CA, 
USA)에서 제공받았다. MBX와 GSK는 medchem express (Monmouth County, NJ, 
USA)제품을 이용하였다. plasmids encoding dominant negative form of AMPK 
(D157A)는 Dr. J. Ha (Kyung Hee University, Korea) 에게 제공받아 사용하였다. 
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pCRE (cAMP-responsive element)-Luc는 Stratagene (La Jolla, CA, USA) 제공 
받았다. Dimethylsulfoxide 및 3-(4,5-dimethylthiazole-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolilum 
bromide (MTT)는 Sigma Chemical (St. Louis, MO)에서 구매하였다. 
 
II-2. 인체 조직 시료  
조선대학교 병원(Gwangju, South Korea)에서 외과적 수술에 의한 암 제거 
수술을 받은 간암 환자로부터 기증받은 간암 조직과 주변 정상 조직 시료를 
사용하였다. 실험 프로토콜은 1975 헬싱키 선언의 윤리 가이드라인을 
준수하였고, 모든 환자의 동의서를 받았으며 IRB 승인을 
획득하였다(CHOSUN 2013-04-005).  
 
II-3. 세포주 배양 
Pin1 야생형(wild type, WT)과 결손형(knock out, KO) mouse embryo fibroblast 
(MEF) 세포주는 Dr. Lu (Beth Israel Deaconess Medical Center, MA)로부터 
공여받았다. LX-2 인간 간성상세포주는 Merck Millipore (Darmstadt, Germany)에서 
구입하였다. HepG2 인간 간암세포주는 American Type Culture Collection (Rockville, 
MD)에서 구입하였다. HepG2는 5% CO2가 공급되는 37°C 의 배양기에서 10% 
fetal bovine serum, 50 U/ml penicillin 및 50 µg/ml streptomycin 을 함유한 Low 
glucose Dulbecco’s modified Eagle’s medium 배지에서 계대 배양하며 실험에 
사용하였다. LX-2는 2% fetal bovine serum, 50 U/ml penicillin 및 50 µg/ml 
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streptomycin 을 함유한 High glucose Dulbecco’s modified Eagle’s medium 배지를 
사용하였다.  
 
II-4. 마우스 및 랫드로부터 간세포 및 간 성상세포 분리, 배양 
세글렌 등의 방법 (23)에 따라 간세포를 분리하였고, Nycodenz를 이용한 
density gradient방법 (24)으로 간 성상세포를 부유시켜 분리하는 방법으로 
획득하였다. 수컷 SD랫드, 수컷 C57BL/6 마우스 및 수컷 GPR119 WT 
마우스와 GPR119 KO 마우스로부터 간세포 및 간 성상세포를 분리하였다. 
 
II-5. 세포 분획법 
전세포 추출액 (whole cell lysate) 및 핵 분획 (nuclear fraction)은 기존 방법에 
따라 분리하였다 (25, 26). 전세포 추출액은 인산완충용액 (phosphate-buffered 
saline, PBS)으로 세척한 세포에 용해완충액 [10 mM Tris-HCl, pH 7.1, 100 mM 
NaCl, 1 mM EDTA, 10% glycerol, 0.5% Triton X-100, 0.5% Nonidet P-40, 1 mM 
dithiothreitol 및 0.5 mM phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF)]을 넣고 30분 동안 
4°C에서 용해한 후 14,000g에서 15 분간 원심분리하여 상등액을 취하였다. 핵 
분획을 얻기 위해 세포에 10 mM HEPES (pH 7.9), 10 mM KCl, 0.1 mM EDTA, 1 
mM DTT 및 0.5 mM PMSF를 포함하는 저삼투압 완충용액을 넣고 4°C에서 10 
분간 반응하였다. 10% Nonidet P-40 넣고 10초간 vortexing 후 13,000rpm에서 3 
분간 원심분리한 후 취한 상등액을 제거하고 저삼투압완충용액으로 3회 
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세척한 후, 침전물에 고삼투압 완충용액 [20 mM HEPES (pH 7.9), 400 mM NaCl, 
1 mM EDTA, 1 mM DTT 및 1 mM PMSF]을 넣은 후 다시 4°C에서 10분간 
vortexing 후 20분 동안 반응시켰다. 13,000rpm에서 10분간 원심 분리한 후 
상등액을 취해 핵 분획으로 사용하였다. 단백질 농도는 Bradford assay 방법에 
따라 PRO-MESURETM protein measurement solution (iNtRON Biotechnology, South 
Korea)의 단백질 정량 키트를 사용하여 정량 하였다. 
 
II-6. 면역화학적 분석 
본 연구실의 확립된 방법에 따라 겔 전기영동 장치(Mighty Small SE 
250,Hoefer Scientific Instruments, San Francisco)를 사용하여 SDS-PAGE (sodium 
dodecylsulfate-polyacrylamidegel electrophoresis)를 수행하였다 (27). 세포의 
용해분획을 시료 희석 완충용액[63 mM Tris(pH.6.8), 10 % 글리세롤, 2 % SDS, 
0.0013 % 브로모페놀 블루, 5 % β-머캅토에탄올]에 희석한 후 8 ~12 % 겔을 
사용하여 전극 완충용액(1 ℓ 용액 중 Tris 15 g, 글리세린 72 g, SDS 5 g 함유) 
내에서 전기영동을 수행하였다. 전기영동이 끝난 겔을 전이용 전기영동 
장치를 이용하여 전이완충용액(25 mM Tris, 192 mM 글리세린, 20 % v/v 
메탄올(pH.8.3)] 내에서 40 mAmps로 3시간 동안 나이트로셀룰로오즈 막에 
단백질을 전이시켰다. 1차 항체로 상기 나이트로셀룰로오즈 막에 반응시킨 후 
여기에 2차 항체로 양고추냉이 퍼옥시다제-접합 염소 항-토끼 IgG (horseradish 
peroxidase-conjugated goat anti-rabbit IgG)와 양고추냉이 퍼옥시다제-접합 염소 
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항-마우스(anti-mouse) IgG를 1시간 동안 반응시키고 ECL 검출 시스템(ECL 
chemiluminecence system, Amersham, Gaithesberg, MA)을 사용하여 발색하였다. 
 
II-7. Total RNA의 분리 및 RT-PCR 과 Real-time RT-qPCR 분석 
TRIZOL을 사용하여 세포에서 추출한 총 RNA (1µg)와 Maxime RT PreMix Kit 
(intron biotechnology, Gyeonggi-do, korea)를 사용하여 cDNA를 얻었다. RT-PCR의 
경우 제조사의 방법에 따라서 Maxime™ PCR PreMix Kit를 사용하여 타겟 
유전자를 PCR 법에 의해 증폭한 후 2% agrose gel에 전기영동하여 증폭된 PCR 
산물을 확인하였다. 실험에 사용한 프라이머 서열은 다음과 같다: mouse 
GPR119 (sense: 5’-TGTCCTAACCATCCTCATCA-3’, antisense: 5’-
ATAGCCACGCCAATCAAG-3’) and mouse S18 ribosomal protein (S18r) genes (sense: 
5’-GTAACCCGTTGAACCCCATT-3’, antisense: 5’-CCATCCAATCGGTAGTAGCG-3’). 
human GPR119 (sense: 5’- GGCTGTGGTTAGTGTCTTAC -3’, antisense: 5’- 
ACGAAGTGAGGGTGAAATAC-3’) and human S16 ribosomal protein (S16r) 5’- 
TCCAAGGGTCCGCTGCAGTC-3’ (sense) and 5’-CGTTCACCTTGATGAGCCCATT-
3’ (antisense). Real-time RT-qPCR의 경우 합성된 cDNA를 SYBR green dye (Bio-
rad)를 사용하여 CFX Connect™ Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad 
Laboratories, CA, USA) 기계에서 측정하였다. 유전자의 CP 값을 S18r 유전자의 
CP 값으로 보정하였다. 또한 melting curve 분석을 통하여 증폭된 PCR 산물의 
특이성을 확인하였다. 실험에 사용한 프라이머 서열은 다음과 같다: human 
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ACC 5’-GCTGCTCGGATCACTAGTGAA-3’ (sense) and 5’-
TTCTGCTATCAGTCTGTCCAG-3’ (antisense); human SCD-1 5’-
CCTCTACTTGGAAGACGACATTCGC-3’ (sense) and 5’- 
GCAGCCGAGCTTTGTAAGAGCGGT-3’ (antisense); human FAS 5’- 
CCGCTTCCGAGATTCCAT-3’ (sense) and 5’-GCAGTCAGGCTCACAAAC-3’ 
(antisense); human S16r 5’- TCCAAGGGTCCGCTGCAGTC-3’ (sense) and 5’-
CGTTCACCTTGATGAGCCCATT-3’ (antisense); mouse FAS 5’-
ATCCACTCAGGTTCAGG-3’ (sense) and 5’- AGGTATGCTCGCTTCTCT-3’ 
(antisense); mouse SCD-1 5’-CTGGCTGGAGAGTCATCA-3’ (sense) and 5’-
AACGAGGACGACAATACAATC-3’ (antisense); mouse ACC 5’- 
TCTGGTCATACTTCGCTCTAT-3’ (sense) and 5’-GCCTGTCATCCTCAATATCG-3’ 
(antisense); mouse S18r 5’-GTAACCCGTTGAACCCCATT-3’ (sense) and 5’-
CCATCCAATCGGTAGTAGCG-3’ (antisense). mouse col1a1 5’- 
ACTGCAACATGGAGACAGGTCAGA-3’ (sense) and 5’- 
ATCGGTCATGCTCTCTCCAAACCA-3’ (antisense); mouse TGFβ1 5’- 
CTTCAGCTCCACAGAGAAGAACTGC-3’ (sense) and 5’- 
CACGATCATGTTGGACAACT GCTCC-3’ (antisense); human TGFβ1 5’- 
CCCAGCATCTGCAAAGCTC-3’ (sense) and 5’-GTCAATGTACAGCTGCCGCA-3’ 
(antisense); human col1A1 5’-AACATGACCAAAAACCAAAAGTG-3’ (sense) and 5’-
CATTGTTTCCTGTGTCTTCTGG-3’ (antisense); rat TGFβ1 5’-
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TCGGGAGAGAGGAGGACTTTG-3’ (sense) and 5’-GGCTTGCGACCCACGTAGTA-
3’ (antisense); rat GAPDH 5’- AGATCCACAACGGATACATT-3’ (sense) and 5’- 
TCCCTCAAGATTGTCAGCAA-3’ (antisense). 
 
II-8. 형질 도입 
세포 배양 용기에서 약 50−70% 배양된 세포를 TOM (hyclone)배지에서 
FuGENE HD reagent (Roche, Nutley, NJ)를 사용하여 플라스미드를 세포 내 
도입하였다. 형질도입은 플라스미드 1 µg당 3 µl의 FuGENE HD reagent과 1 ml의 
TOM 배지에서 반응시켜서 세포에 넣어주고 약 6시간 반응시켜 형질 
도입하였다. 형질 도입되는 플라스미드의 총량을 보정하기 위하여 대조군 
세포에 과발현 플라스미드의 backbone만을 가지는 플라스미드(mock-
transfection)를 형질도입하였다. 형질도입 후 배양배지에 18시간 정도 
안정화시킨 후 약물을 처치하였다.  
 
II-9. 아데노바이러스를 이용한 Pin1 감염 
Pin1을 인코딩하는 아데노바이러스는 Dr. Il je Cho (Daegu Haany University, 
Gyeongsangbuk-do, South Korea)로부터 공여받았다. 재조합 아데노바이러스는  
pAd/CMV/V5-DEST gateway plasmid를 주형으로 하였다 (Invitrogen, 
Carlsbad, CA). 아데노바이러스를 감염다중도(multiplicity of infection) 50으로 
세포에 10% fetal bovine serum을 함유하는 Dulbecco’s modified Eagle’s medium에서 
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6시간 동안 감염시켰으며, green fluorescent protein을 발현하는 아데노바이러스를 
대조군으로 사용하였다. 
 
II-10. siRNA knockdown 실험 
선택적 siRNA는 Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA)에서 구입하였다. 
특정 단백의 발현저해를 위하여 Fugene HD reagent 제조사의 권장방법에 따라 
세포에 siRNA (100 pmol)를 처리하여 형질 도입하였다. 발현저해 효과는 
면역화학적 분석법을 통해 확인하였다.  
 
II-11. 리포터 유전자 활성 분석 
리포터 유전자 분석은 dual-luciferase reporter assay system (Promega, Madison, 
WI)을 사용하였다. 세포주를 배양하여 luciferase construct를 주입한 세포를 
Fugene HD reagent와 함께 형질도입 시켰다. 실험 종료 후 세포를 용해시키고 
루미노스캔 (Luminoscan) 을 사용하여 활성도를 측정하였다. 
 
II-12. 면역침강법 
총분획 단백과 해당항체를 4°C 에서 12시간 이상 반응하였다. 항원-항체 
결합체를 protein G-agarose와 4°C 에서 2시간동안 반응시킨 후 침천시켜 




II-13. 실험동물 및 식이  
모든 실험에서6주령의 수컷 C57BL/6 마우스를 55±5% 의 습도, 22±2°C 의 
온도 및 환기가 조절된 서울대 약대 동물실험 연구동에서 1주일 간 사육하여 
환경에 적응시킨 후, 난괴법(randomized block design)에 따라 실험에 
사용하였으며 12시간 주기로 명암을 바꾸어 주었다. 특별한 언급이 없는 한 
물과 고형사료를 자유로이 공급하였다. 
A. 고지방 대조 식이에 의한 지방간 유도모델.  
비만 유도 식이는 고지방 대조 식이(high fat diet, HFD: 60% 지방 칼로리(fat 
calorie), Research diets, D12492, 미국)이다. 6주령의 수컷 GPR119 WT 마우스와 
GPR119 KO 마우스[KOMP Repository (Project ID: VG10098) (Davis, CA, USA)]를 
이용하여12주간 투여함으로써 지방간 동물모델을 확립하였다. 마우스에 
고지방식이를 투여하고 6주 후에 GPR119 리간드(10 mg/kg)를 40% PEG400에 
현탁하여 고지방식이와 병행하면서 1일 1회 매주 5일 경구로 투여하였다. 
대조군으로는 Vehicle 투여군을 사용하였다. 
B. 사염화탄소(CCl4) 및 dimethylnitrosamine (DMN)에 의한 간 섬유화 유도 
모델. 
6주령의 수컷 C57BL/6 마우스(중앙실험동물, 서울)를 3주 동안 
사염화탄소(1ml/kg) 주당 2회 투여하여 간 섬유화를 유발하였고 동시에 
GPR119 리간드(10 mg/kg)를 40 % PEG400에 현탁하여 1일 1회 매주 5일 경구로 
투여하였다. DMN에 의한 간 섬유화 유도 모델은 DMN (10mg/kg)을 주당 3회 
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투여하여 간 섬유화를 유발하였다. 대조군으로는 Vehicle 투여군을 사용하였다. 
 
II-14. 면역조직화학적 염색 
간 검체를 절편으로 만들었고 조직 절편은 10% buffered neutral formalin 
으로 고정하고 파라핀에 매몰하였다. 이후 4μm 두께로 절단하여 슬라이드에 
표본을 고정시키고 hematoxylin and eosin (H&E) 염색을 하였다. Oil Red O 염색을 
위해 동결시킨 간 조직을 4µm 두께로 절단한 후 슬라이드에 표본을 
고정시키고 Oil Red O (Sigma, St. Louis, MO) 시약으로 염색하여 광학현미경을 
사용하여 관찰하였다. Hydroxyproline 정량 및 sirius red 염색으로 간 내 섬유화 
정도를 평가하였다. 
 
II-15. 혈액의 화학적 분석 
혈청의 alanine transaminase (ALT), aspartate transaminase (AST), glucose, total 
cholesterol, total triglyceride, total bilirubin (T-BIL) 와 direct bilirubin (D-BIL)은 자동 
혈액 분석기인 Spectrum [(Abbott Laboratories, Abbott Park, IL)]를 사용하여 
분석하였다. 
 
II-16. 중성지방측정  
중성지방은 Triglyceride Quantification Kit (Catalog#b65336, Abcam, Cambridge, 




II-17. 공초점 레이저 주사현미경 및 형광현미경 분석 
GPR119의 세포 내 위치를 관찰하기 위하여 기존의 보고된 방법에 따라 
면역세포학적 염색법에 따라 염색하였다. 면역염색화학 반응을 시킨 조직 
슬라이드 또는 chamber slide에 배양한 세포를 형광현미경 및 각각의 활성파장 
및 여기파장에서 공초점 레이저 주사현미경을 이용하여 형광을 관찰하였다. 
 
II-18. MTT 분석 
세포독성을 측정하기 위하여, 세포를 96-well dish (1×104 세포/well)에 
깔았다. 약물을 처치한 뒤, MTT 시약 (0.25 mg/ml)을 4시간 동안 반응시켜 
살아있는 세포를 염색하였다. Formazan 크리스탈을 dimethyl sulfoxide로 
용해시켜, ELISA microplate reader (Tecan, Research Triangle Park, NC) 기계를 
이용하여 540 nm 파장에서 흡광도를 측정하였다. 
 
II-19. ChIP (Chromatin Immunoprecipitation) 분석 
Chromatin 단편은 EZ-ChIPTM kit Merck Millipore Corporation (Darmstadt, 
Germany)를 이용하여 추출하였다. 처치된 세포의 배양 용기에 직접 최종 1% 
농도가 되게 formaldehyde를 상온에서 10분간 처치하여 세포를 고정시킨 후, 
세포를 인산완충용액으로 세척하였다. 세포를 1% SDS와 10mM EDTA가 
포함된 50mM Tris-HCl 완충용액(pH 8.1)에서 초음파 파쇄하여 용해시킨 후, 
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10,000g에서 10분간 원심분리하여 세포 추출액을 얻었다. 세포 추출액에 
10배의 ChIP dilution buffer [Tris-HCl (16.7 mM, pH 8.1), 167mM NaCl, 1.2mM EDTA, 
0.01% SDS 및 1.1% Triton X-100]를 사용하여 희석한 후, protein A-agarose를 
가하여 비특이적 반응물을 제거하였다. 10%의 용액을 input control로 사용하기 
위하여 따로 분주하여 보관하였다. 1 µg의 항체 또는 preimmune IgG를 넣어 
4°C에서 12시간 동안 반응시키고 protein A-agarose bead를 넣어 추가로 2시간 
동안 면역침강(immunoprecipitation)시켰다. 침전시킨 항원−항체 결합체를 
세척한 후, 5M NaCl을 최종 200mM이 되도록 가하여 65°C에서 4시간 동안 
고정되었던 chromatin−항원−항체 복합체를 해리시켰다. DNA를 phenol-
chloroform 추출법에 의해 추출하고, chromatin 단편을 Real time-qPCR법에 의해 
증폭하였다. Human col1a1 프로모터 내의 p300의 결합부위를 위한 특이적 




One way analysis of variance, unpaired 또는 paired Student’s t-test로 그룹간 
유의성을 평가하였다. 데이터는 산술평균 ± S.E. 또는 산술평균 ± S.D.로 
표기하였으며 통계적 유의성은 P<0.05 또는 P<0.01을 기준으로 하였다. 
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III. 실험 결과 
 
1. 간세포에서 GPR119의 발현  
인간 및 마우스의 정상 간 조직에서 GPR119의 발현을 측정하였다. 
면역조직화학염색을 수행하여 관찰한 결과, 인간 및 마우스의 정상 간 
조직에서 GPR119의 발현을 확인하였다 (Fig. 1A). Conventional PCR 결과에서도 
GPR119의 발현이 알려진 췌장의 GPR119 mRNA 발현과 함께 마우스의 1차 
배양 간세포에서 GPR119 mRNA의 발현을 확인하였고 면역조직화학염색을 
통해서도 그 발현을 관찰하였다 (Fig. 1B). 이러한 결과는 GPR119가 
간세포에서의 그 기능적 역할이 있음을 시사한다. 
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Fig. 1. GPR119 expression in liver tissue and hepatocytes.  
(A) Confocal images of GPR119 in human and mouse liver.  




2. GPR119의 지질 합성 경로 조절 
지방간을 일으키는 비정상적인 지질 합성은 일련의 효소계의 발현 증가를 
통해 일어난다. 특히 지질 합성 경로의 속도조절효소(rate limiting enzyme)인 
acetyl-CoA carboxylase (ACC), fatty acid synthase (FAS) 및 stearoyl-CoA desaturase-
1 (SCD-1)의 발현은 전사인자인 sterol regulatory element binding protein-1 (SREBP-
1)에 의해서 조절되며, SREBP-1의 활성화는 상기 효소계의 발현을 
증가시킴으로써 간 내 지질 축적을 촉진하게 된다 (28, 29). GPR119의 기능적 
역할을 확인하고자 GPR119 야생형 마우스와 GPR119 결손형 마우스의 
간에서 각각 분리한 1차 배양 간세포에서 주요 지질 합성 효소인 FAS와 
ACC의 발현을 측정하였다. 그 결과, GPR119 결손형 마우스의 1차 배양 
간세포에서 그 발현이 현저히 증가되어 있음을 확인하였다 (Fig. 2A). SREBP-
1의 반응성을 살펴보기 위하여 SREBP-1 활성화 신호로 잘 알려진 liver X 
receptor (LXR) 리간드인 T0901317 (T090)를 이용하였다. 그 결과, GPR119 
결손형 마우스의 1차 배양 간세포에서 T090에 의해 유도되는 SREBP-1의 
발현이 GPR119 야생형 마우스의 1차 배양 간세포에 비해 통계학적으로 
유의성 있게 증가하였다 (Fig. 2B). 이상의 결과는 GPR119가 간세포에서 지질 






Fig. 2. Involvement of GPR119 in the regulation of lipogenesis. 
(A) Western blot analyses of lipogenic enzymes (FAS, ACC) and gluconeogenic enzymes 
(PEPCK, PC) in GPR119 WT and KO hepatocytes. Significant versus WT hepatocytes, 
**p<0.01 (n=3).  
(B) T0901317 (T090)-induced pSREBP-1 expression in GPR119 WT and -KO 
hepatocytes. GPR119-WT and -KO hepatocytes were incubated with T0901317 (T090, 
LXR agonist) for 12 h and the total cell lysates were subjected to immunoblotting for 
pSREBP-1. Significant versus control in WT hepatocytes, **p<0.01; significant versus 
control in GPR119 KO hepatocytes, $$p<0.01; significant versus T090-treated group in 
WT hepatocytes, #p<0.05 (n=3).  
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3. GPR119 리간드의 지질 합성 억제 효과 
 GPR119의 간세포 내 지질 합성 조절에 대한 역할을 검증하기 위하여 
비알코올성 지방간을 일으키는 신호로 잘 알려진 고당/고인슐린 노출에 따른 
SREBP-1 및 FAS 발현 변화를 관찰하였다 (30). 인간 간세포주인 HepG2 및 
마우스의 1차 배양 간세포에 고당/고인슐린을 노출시킨 상태에서, GPR119 
리간드인 MBX를 농도 별로 처리하였다. 그 결과, 고당/고인슐린 노출에 
의하여 증가된 SREBP-1 및 FAS의 발현이 MBX를 처리할 경우 억제됨을 
확인하였다 (Fig. 3A). 또한 고당/고인슐린 노출에 의한 SREBP-1의 핵 내 
이동 증가가 MBX를 처리할 경우 현저히 억제됨을 확인하였다 (Fig. 3B). 
마우스의 1차 배양 간세포에서 고당/고인슐린 노출에 의하여 증가된 지질 
생성도 MBX 처리에 의하여 억제됨을 확인하였다 (Fig. 3C). 다음으로 SREBP-
1의 반응성을 살펴보기 위하여 SREBP-1 활성화 신호로 잘 알려진 LXR 
리간드인 T090을 이용하였다. HepG2 및 마우스의 1차 배양 간세포에서 
T090에 의하여 유도되는 SREBP-1의 발현 및 지질 합성 효소인 ACC 및 
SCD-1의 mRNA의 발현이 GPR119 리간드 두 종 MBX 및 GSK을 처리할 
경우 농도의존적으로 억제함을 확인하였다 (Fig. 3D). 이러한 정상 마우스의 
간세포에서 관찰되는 MBX 리간드의 SREBP-1 활성 억제 효과는 GPR119 






Fig. 3. Role of GPR119 in sterol response element binding protein (SREBP)-1- 
mediated hepatic lipogenic gene expression. 
(A, B and C) Primary cultured hepatocytes and HepG2 cells were incubated in 30 mM 
high glucose (HG) medium for 30 min and further incubated with 200 nM insulin (Ins) 
for 24 h.  
(A) Immunoblot analyses of pSREBP-1, nSREBP-1 and FAS.  
(B) Immunoblot analysis of SREBP-1 in nuclear fraction.  
(C) Oil red O staining. Original magnification, ×200. Significant versus control, **p<0.01; 
significant versus HG/Ins-treated group, ##p<0.01 (n=3)  
(D and E) Effects of GPR119 ligands on T090-induced pSREBP-1 and lipogenic enzymes 
expression. Primary cultured hepatocytes from GPR119-WT and -KO mice and HepG2 
cells were pretreated with two GPR119 ligands [(MBX or GSK (GSK1292263)] for 30 
min and the cells were exposed to T090 for 12 h.  
(D) Immunoblot analyses of pSREBP-1 and mRNA levels of lipogenic enzymes in HepG2 
cells. Significant versus control, **p<0.01; significant versus T090-treated group, 
#p<0.01, #p<0.05 (n=3).  






4. GPR119 리간드의 지방간 억제 효과 
GPR119 리간드가 지방간 생성을 실제로 억제하는지 여부를 확인하기 
위하여 GPR119 야생형 마우스와 GPR119 결손형 마우스를 이용한 
고지방식이 유도 지방간 모델에서 GPR119 리간드의 항 지방간 효과를 
관찰하였다 (31). 6주간 고지방식이를 투여하고, 6주간의 추가 고지방식이 
조건에서 10 mg/kg 용량으로 GPR119 리간드 2종 MBX와 GSK를 1일 1회 
매주 5일 경구로 투여하였다. 간 조직을 적출한 후 H&E 및 Oil red O 염색을 
진행하여 지질 축적 정도를 관찰하였다. 그 결과, 고지방식이에 의하여 
유도된 간 내 지질 축적이 GPR119 리간드 투여 시 현저히 개선됨을 
확인하였다. 하지만 GPR119 결손형 마우스에서는 GPR119 리간드 처리에 
의한 효과는 나타나지 않았다 (Fig. 4A). 고지방식이군에서 증가된 간 무게, 
간 내 중성 지질 함량, 혈중 콜레스테롤, 혈당 및 ALT 수치가 GPR119 
리간드 투여 군에서 통계학적으로 유의성 있게 개선됨을 확인하였으며, 
GPR119 결손형 마우스에서는 GPR119 리간드 투여에 의한 효과는 나타나지 
않았다 (Figure 4B and Table 1). 고지방식이에 의한 지방간 유도 모델의 간 
조직 내 SREBP-1 및 지질 합성 효소인 FAS와 SCD-1의 발현을 관찰하였다. 
GPR119 리간드를 투여한 군에서 고지방식이군에 비하여 SREBP-1 및 FAS의 
단백질 및 FAS와 SCD-1의 mRNA 발현이 억제됨을 확인하였다. 하지만 
GPR119 결손형 마우스에서는 GPR119 리간드 처리에 의한 효과는 나타나지 
않았다 (Fig. 4C). 이러한 결과는 GPR119의 활성화가 비알코올성 지방간 
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Fig. 4. Effects of GPR119 ligands on hepatic lipid accumulation in mice fed with high 
fat diet (HFD).  
GPR119-WT and -KO mice were fed with normal (ND; n=5) or high fat diet (HFD; n=5) 
for 12 weeks. GPR119 ligand (MBX and GSK, 10 mg/kg/day) were orally administered 
to the mice for 5 times per week during the last 6 weeks of the diet feeding period.  
(A) Liver sections were stained with hematoxylin and eosin (H&E) or Oil-Red O staining. 
Original magnification, ×200 for H&E and Oil-Red O.  
(B) Liver weight and hepatic TG contents in GPR119-WT and -KO mice.  
(C) Effects of MBX and GSK on the hepatic expression of SREBP-1 and lipogenic 
enzymes in GPR119 WT and KO mice. Protein levels of pSREBP-1 and nSREBP-1. 
mRNA levels of FAS and SCD-1.  
Significant versus control, *p<0.05; significant versus HFD-fed group, #p<0.05, 
##p<0.01 (n=5).  
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Table 1. Effects of MBX on serum levels of ALT, glucose, total cholesterol and total 
triglyceride in GPR119-WT and -KO mice. 
ALT, alanine transaminase; ND, Normal diet; HFD, high fat diet. 
Values are expressed as means±SD. *p<0.05, **p<0.01, compared with ND (control); 




 WT  KO 
Treatment ND HFD MBX  ND HFD MBX 
ALT (U/L) 31±4.5 67±13.9** 25±4.3##  25±2.5 139±82.8** 189±60.1 
Glucose 
(mg/dl) 
60±7.6 142±32* 71±18.9#  96±29.4 285±95.6* 240±41.6 
Total cholesterol 
(mg/dl) 
131±5.7 203±21.9** 152±16.2##  121±26.3 204±25.7** 215±34.4 
Total triglyceride 
(mg/dl) 
122±11.7 133±16.8 100±22.3  127.5±1.9 133±23.5 130±16.8 
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5. GPR119 리간드의 AMPK 활성화를 통한 지질 합성 억제 효과 
SREBP-1는 AMP-activated protein kinase (AMPK)활성화에 의하여 전사적 
활성이 억제됨이 알려져 있다 (31, 32). 또한 SREBP-1는 AMPK에 의하여 
세린(serine) 372번 잔기(Ser-372)에 인산화가 일어남으로써 불활성형으로 
변화됨이 보고된 바 있다 (30). GPR119 리간드가 AMPK 활성화 작용과 
SREBP-1c 세린(serine) 372번 잔기의 인산화에 미치는 영향을 규명하고자 
마우스의 1차 배양 간세포 및 HepG2 세포주에서 AMPK 활성을 관찰하였다. 
MBX 및 GSK를 시간 의존적으로 처리하였을 때, 두 종의 GPR119 리간드 
모두 AMPK를 강력하게 활성화시키고 (Fig. 5A) 이때 SREBP-1c의 세린(serine) 
372번 잔기의 인산화도 증가됨을 확인하였다 (Fig. 5B). 나아가, AMPK의 
저해제인 compound C 및 dominant negative (DN)-AMPK 도입 시 GPR119 
리간드에 의한 SREBP-1 발현 억제가 회복됨을 확인하였다 (Fig. 5D). 하지만 
GPR119 리간드에 의한 기존 GPR119의 2차 신호계로 알려진 cyclic 
AMP/protein kinase A (cAMP/PKA) 활성화는 관찰되었으나 PKA 저해제인 H-
89을 처리하였을 때, SREBP-1에 미치는 GPR119 리간드의 억제 작용은 영향 
받지 않았다 (Fig. 5C and 5D). 이는 GPR119 리간드에 의하여 활성화된 
AMPK가 간세포 내 지질 축적 과정에서 증가되는 SREBP-1 발현 감소 및 








Fig. 5. Role of AMP-activated protein kinase (AMPK) in GPR119-dependent 
SREBP-1 down-regulation.  
(A) Thr-172 phosphorylation of AMPKα and Ser-79 phosphorylation of ACC by GPR119 
ligands in primary cultured hepatocytes and HepG2 cells. Primary cultured hepatocytes 
and HepG2 cells were treated with 3 µM MBX and GSK, and Thr-172 phosphorylation 
of AMPKα and Ser-79 phosphorylation of ACC were determined in a time-dependent 
manner. Data were confirmed by repeated experiments.  
(B) Stimulation of Ser-372 phosphorylation of SREBP-1c by MBX. HepG2 cells were 
treated with 3 µM MBX and Ser-372 phosphorylation of SREBP-1c was determined.  
(C) cAMP response element (CRE) activity was assessed by transfection of CRE-minimal 
reporter in HepG2 cells.  
(D) Reversal of MBX-mediated pSREBP-1 down-regulation by AMPK inhibition. 
HepG2 cells were pre-incubated with 10 µM compound C (AMPK inhibitor) or 10 µM 
H-89 (Protein kinase A inhibitor) and the cells were incubated in 30 mM high glucose 
(HG) medium for 30 min and further incubated with 200 nM insulin (Ins) for 24 h. HepG2 
cells were pre-incubated with 10 µM compound C (AMPK inhibitor) or 10 µM H-89 
(Protein kinase A inhibitor) and the cells were incubated in 30 mM high glucose (HG) 
medium for 30 min and further incubated with 200 nM insulin (Ins) for 24 h following 
Mock and DN-AMPK transfection. HepG2 cells were pretreated with 3 µM MBX for 30 




6. 신규 GPR119 리간드의 지질 합성 억제 효과 
다음으로 신규 GPR119 리간드를 검색하는 세포기반 스크리닝법을 
활용하여 비알코올성 지방간 치료제의 후보물질을 도출하고자 하였다. 경기 
바이오 센터에서 수행한 세포 기반 스크리닝법으로 2만여종의 후보물질 
중에서 도출된 hit 화합물들 중 약물개발 가능성이 있는 화학구조를 
선별하였다 (Fig 6A). 인간 간세포주인 HepG2에 고당/고인슐린을 노출시킨 
상태에서, 이들 화합물들을 처리하여 증가하는 FAS 및 SREBP-1 발현을 
동시에 억제하는 화합물들을 선별하였다 (Fig. 6B). 또한 선별된 화합물들 중 
세포 독성 실험을 통하여 세포 독성을 일으키지 않는 물질을 도출하였다 
(Fig. 6B). 세포독성이 관찰되지 않고 동시에 FAS 및 SREBP-1의 발현을 
억제하는 약물 중 의약화학적으로 약물이 될 가능성이 높다고 판단되는 AC-
428과 LMT-531을 선정하고 그에 대한 유도체 활성을 평가하였다. 인간 
간세포주인 HepG2에 고당/고인슐린을 노출시킨 상태에서, LMT-531 유도체 및 
AC-428 유도체들을 처리하였다. 그 결과, LMT-531 유도체들 중에서 LMT-587, 
LMT-588, LMT-467, LMT-575 물질과 AC-428 유도체들 중 KK11259, KK11260, 
KK11349 물질이 MBX와 유사한 활성을 보였다 (Fig. 6C and 6D). 상기 화합물 













Fig. 6. Role of GPR119 analogues in SREBP-1-mediated lipogenic enzyme expression. 
(A) HTS screening for GPR119 ligands to search for Hit compounds. HTS was performed 
by Kyunggi-Biotech.  
(B, C and D) HepG2 cells were incubated in 30 mM high glucose (HG) medium for 30 
min and further incubated with 200 nM insulin (Ins) for 24 h. Immunoblot analyses of 
pSREBP-1, nSREBP-1 and FAS. Cytotoxicity evaluated by MTT assay after exposure of 




7. 간 성상세포에서 GPR119의 발현 
자유지방산 및 지질 유도체들의 다양한 수용체가 간 내 존재하는 
세포들에서 발현하고 있다는 점에 착안하여, 간 섬유화 유도 시 활성화되는 
간 성상세포에서 GPR119 발현을 관찰하였다. Conventional PCR을 수행한 결과, 
간 성상세포의 in vitro 배양에 의한 활성화 단계인 1, 3, 7일 날짜 별로 
확인하였을 때 1일부터 GPR119의 mRNA 발현을 확인하였고, GPR119가 
발현되어 있다고 보고된 인간 유방암 세포주 MCF7과 인간 간 성상세포주인 
LX-2에서도 GPR119의 mRNA 발현을 확인하였다 (Fig. 7A). 인간 간암 
조직에서 유래한 간 섬유화 조직에서 면역조직화학염색을 통하여 GPR119 
발현을 관찰한 결과, GPR119가 섬유화 조직 내 간 성상세포에서 발현됨을 
확인하였다 (Fig. 7B). 이러한 결과는 GPR119가 간세포 뿐만 아니라 
비실질세포인 간 성상세포에서도 발현됨을 시사한다. 
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Fig. 7. Expression of GPR119 in hepatic stellate cells.  
(A) mRNA levels of GPR119 during transition to the cultured activated phenotype (day 
1, 3 and 7) in primary cultured hepatic stellate cells. mRNA levels of GPR119 in LX-2 
and MCF7 cells. 
(B) Immunofluorescence staining of GPR119 (x100). GPR119 expression in human 




8. GPR119 리간드의 간 성상세포 활성화 억제 효과 
GPR119의 간 성상세포에서의 기능적 역할을 규명하고자 간 성상세포의 
활성화에 대한 GPR119 리간드의 효과를 관찰하였다. 마우스 간에서 분리한 
1차 배양 간 성상세포에 대하여 in vitro 배양에 의한 활성화 단계에서 
유도되는 교원질 col1A1의 mRNA 발현 변화를 관찰하였다. 그 결과, 간 성상 
세포를 in vitro 배양하고 동시에 MBX를 1일, 3일, 5일간 반복적으로 처리할 
경우 교원질 col1A1 mRNA의 발현이 현저히 억제됨을 확인하였다 (Fig. 8A). 
또한 마우스 배아섬유모세포에서 기본적으로 발현되는 교원질 collagen I 및 
활성화된 간 성상세포의 지표인 α-smooth muscle actin (α-SMA)의 단백질 
발현이 MBX를 처리하였을 때 감소됨을 확인하였다 (Fig. 8B). 간 섬유화 
유도에 영향을 미치는 주된 사이토카인(cytokine)인 TGFβ1은 간 성상세포의 
강력한 섬유화 촉진 인자이다 (33). 따라서 인간 간세포주인 LX-2 세포에 
TGFβ1을 처리하였을 때 증가하는 간 섬유화 유도 인자의 발현에 대하여 
GPR119 리간드의 효과를 관찰하였다. TGFβ1 유도성 collagen I 및 TGFβ의 
단백질과 mRNA 발현이 MBX를 처리하였을 때 감소함을 확인하였다 (Fig. 
8C). 나아가 TGFβ1에 의하여 증가되는 섬유화 유도 신호 전달 경로인 
Smad2/Smad3의 인산화 및 핵 내 이동이 GPR119 리간드 처리 시 억제됨을 
확인하였다 (Fig. 8D). 이상의 결과는 간 성상세포에 존재하는 GPR119가 간 
성상세포의 활성화 억제 및 TGFβ1 신호 전달 경로를 억제함으로써 간 
 ３９ 
 
섬유화 개선에 기여할 수 있음을 제시한다.
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Fig. 8. Effects of GPR119 ligand on the activation of hepatic stellate cells.  
(A) MBX inhibition of mRNA levels of col1A1 during transition to the cultured activated 
phenotype (day 1, 3 and 7) in primary cultured hepatic stellate cells.   
(B) Inhibition of collagen I and α-SMA expression by MBX in MEF cells. Significant 
versus control, **p<0.01 (n=3).  
(C) LX-2 cells were treated with MBX for 1 h and further incubated with TGFβ1 
treatment (2 ng/ml) for 24 h. Immunoblot analyses of collagen I and TGFβ protein 
expression. Real-time PCR analysis of col1A1 and TGFβ1 gene expression.  
(D) MBX inhibition of TGFβ1-induced Smad2/Smad3 phosphorylation and nuclear 
translocation. Significant versus control, **p<0.01; significant versus TGFβ1-treated 




9. GPR119 리간드의 간 섬유화 억제 효과 
GPR119 리간드가 간 섬유화를 개선 하는지 여부를 확인하기 위하여 
사염화탄소(carbon tetrachloride, CCl4)에 의하여 유도되는 간 섬유화 동물 
모델에서 GPR119 리간드의 간 섬유화 억제 효과를 관찰하였다. 사염화탄소 
1 ml/kg를 주 2회 복강 내 투여하고 동시에 GPR119 리간드인 MBX를 20 및 
40 mg/kg 용량으로 1일 1회 매주 5일간 경구 투여하였다. 3주 후 간 조직을 
적출하여 collagen의 생성을 확인할 수 있는 Sirius red 염색 및 간 성상세포의 
활성화 지표인 α-SMA 발현을 면역조직화학염색을 통하여 관찰하였다. 그 
결과, 사염화탄소 투여에 의해 증가된 collagen 생성 및 α-SMA의 발현 
증가가 GPR119 리간드를 40 mg/kg 투여한 군에서 감소함을 확인하였다 (Fig. 
9A). Collagen의 주요 생체 분해 산물인 hydroxyproline을 정량하였을 때, 
사염화탄소 투여에 의하여 증가된 hydroxyproline의 양이 GPR119 리간드를 
40 mg/kg 투여한 군에서 통계학적으로 유의성 있게 감소함을 확인하였다 (Fig. 
9B). 또한 사염화탄소 투여 군에서 증가된 혈중 ALT 수치가 GPR119 리간드 
투여에 의하여 감소하였다 (Table 2). 또한 간 조직에서 사염화탄소 투여에 
의한 섬유화 군에서 collagen I, TGFβ  및 α-SMA의 단백질 발현 증가가 
관찰되었다. GPR119 리간드 40 mg/kg를 투여한 군에서 collagen I, TGFβ 및 α-
SMA의 발현이 통계학적으로 유의성 있게 억제됨을 확인하였다 (Fig. 9C). 
이러한 결과는 in vitro 상에서 관찰된 GPR119 리간드의 간 성상세포의 






Fig. 9. Effects of GPR119 ligand on CCl4-induced hepatic fibrosis mice model. 
Hepatic fibrosis was induced by CCl4 administered by intraperitoneal (i.p.) injection twice 
per week for 3weeks. Control group mice were administered with olive oil as a vehicle. 
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GPR119 synthetic agonist (MBX, 20 and 40 mg/kg/day) and vehicle were orally 
administered to the mice for 5 times per week during CCl4 treatment period.  
(A) Representative images of Sirius red and α-SMA staining (×100).  
(B) Quantification of hydroxyproline contents.  
(C) Immunoblotting for α-SMA, collagen I and TGFβ in liver tissues. Significant versus 





Table 2. Effects of MBX on serum levels of ALT, AST, total bilirubin and direct 







ALT, alanine transaminase; AST, aspartate transaminase; T-BIL, total bilirubin; D-BIL, 
direct bilirubin  
Values are expressed as means±SD. *p<0.05, **p<0.01, compared with Veh (control); 
#p<0.05 (n=8), compared with CCl4-treated group 
  
Treatment Veh CCl4 CCl4+ MBX 20 
CCl4+ 
MBX 40 
ALT (U/L) 14.07±4.24 42.99±7.90** 38.55±9.43 32.06±5.17## 
AST (U/L) 56.67±15.85 93.25±38.08* 94.06±19.29 68.11±21.55 
T-BIL (mg/dl) 0.15±0.02 0.23±0.07** 0.20±0.05 0.23±0.05 
D-BIL (mg/dl) 0.06±0.01 0.15±0.05** 0.11±0.03 0.12±0.04 
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10. GPR119 리간드의 AMPK 활성화를 통한 간 섬유화 억제 효과 
GPR119 리간드의 간 섬유화 억제 효과에 대한 신호체계를 규명하고자, 
GPR119 신호 전달 경로인 cAMP/PKA 활성화를 관찰하였다. GPR119 
리간드에 의한 cAMP 활성화는 관찰되었으나, PKA 저해제인 H-89을 
처리하였을 때 collagen I 및 TGFβ 발현을 억제하는 GPR119 리간드의 작용을 
상쇄하지는 못하였다 (Fig. 10A). AMPK 활성화는 간 성상세포의 분화 및 
교원질 축적을 억제함이 보고된 바 있다 (34). 따라서 인간 간 성상세포주인 
LX-2에서 GPR119 리간드의 AMPK 활성화 작용을 관찰하였다. MBX를 시간 
의존적으로 처리할 경우 AMPK를 강력하게 활성화시킴을 확인하였다 (Fig. 
10B). 나아가 AMPK 저해제인 compound C 처리 및 DN-AMPK를 형질 
도입하였을 때 TGFβ1 유도성 간 섬유화 유도 인자(collagen I, TGFβ)의 발현에 
대한 GPR119 리간드의 억제 효과가 회복됨을 확인하였다 (Fig. 10C). 하지만 
TGFβ1에 의하여 활성화되는 Smad3의 인산화에 대한 MBX의 억제 작용은 
AMPK 억제에 의하여 부분적으로 회복되는 경향은 관찰하였으나 완전히 








Fig. 10. GPR119 ligand inhibition of TGFβ1-stimulated fibrogenic marker via 
AMPK activation.  
(A) Above, activity of cAMP response element (CRE)-minimal reporter by MBX in LX-
2 cells. Below, effect of PKA inhibition on MBX-mediated collagen I and TGFβ down-
regulation. Significant versus control, *p<0.05 (n=6).  
(B) Thr-172 phosphorylation of AMPKα and Ser-79 phosphorylation of ACC by MBX in 
LX-2 cells.  
(C) Effect of AMPK inhibition on the repression of TGFβ1-stimulated collagen I and 
TGFβ by MBX.  





기존 보고에 의하면, 성상세포에서 AMPK 활성화는 
전사보조활성인자(transcriptional coactivator) p300의 프로테아좀 분해(proteasomal 
degradation) 증가를 통하여 Smad3와 p300의 상호작용을 저해하고 간 섬유화 
유도 인자 발현을 억제시킨다 (34). 따라서 GPR119 리간드가 Smad2/ Smad3와 
p300간의 상호 작용에 미치는 영향을 살펴보고자 하였다. 인간 간 
성상세포주인 LX-2에 GPR119 리간드를 처리하였을 때, TGFβ1에 의하여 
증가된 Smad3와 p300간의 상호작용 및 Smad3의 아세틸화(acetylation)가 
현저히 억제됨을 확인하였다 (Fig. 11A). 또한 ChIP-qPCR assay 수행 시 TGFβ1 
처리 시 col1A1 유전자의 프로모터와 p300의 결합이 GPR119 리간드 처리에 
의해서 억제됨을 확인하였다 (Fig. 11B). 다음으로 AMPK 활성화를 통한 
Smad-p300간의 상호작용 억제에 대한 기전을 밝히고자 하였다. LX-2 세포에 
GPR119 리간드를 단독으로 처리할 경우 활성화된 AMPK가 p300과 직접 
결합함을 확인하였고, 이는 AMPK의 활성화가 p300과 Smad간의 상호작용에 
영향을 미칠 가능성을 제시한다 (Fig. 11C). 다음으로 GPR119 리간드의 
p300의 발현에 미치는 영향을 관찰하고자 하였다. LX-2 세포에 GPR119 
리간드를 단독 처리하였을 때 p300의 단백질 발현이 농도 의존적으로 
감소하였으나 p300의 mRNA의 발현에는 영향이 없었다 (Fig. 11D). 따라서 
GPR119 리간드에 의한 p300의 단백질 발현 감소가 프로테아좀 분해에 
의하여 일어 날 수 있음을 가정하고, 프로테아좀 저해제인 MG132를 
사용하여 p300의 단백질 발현을 관찰하였다. 그 결과, GPR119 리간드 처리에 
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의하여 감소되는 p300의 단백질 발현이 MG132 처리 시 회복됨을 
확인하였다 (Fig. 11D). 상기 결과는 간 성상세포에서 GPR119 리간드에 
의하여 활성화된 AMPK가 p300의 프로테아좀 분해 증가를 일으키고, 이는 
Smad-p300 간의 상호작용을 제어함으로써 TGFβ1에 의한 간 섬유화 유도 








Fig. 11. Effects of GPR119 ligand on TGFβ1-induced Smad association with p300 and Smad3 
acetylation.  
(A) MBX inhibition of TGFβ1-induced the interaction between p300 and Smad2/3 and Smad3 
acetylation. Significant versus control, **p<0.01; significant versus TGFβ1-treated group, #p<0.05 
(n=3).  
(B) ChIP-qPCR analysis. MBX inhibition of TGFβ1-stimulated col1A1 regulatory region bound 
by p300. Significant versus control, **p<0.01; significant versus TGFβ1-treated group, ##p<0.01 
(n=3).  
(C) MBX promotion in the interaction of p300 with AMPK.  





11. GPR119의 간 성상세포 증식 억제 
 간 섬유화 과정에서 관찰되는 간 성상세포 증식(proliferation)에 대한 
GPR119 리간드의 효과를 평가하고자 하였다. 간 성상세포의 강력한 증식인
자로 알려진 platelet derived growth factor (PDGF)를 도입하여 간 성상세포의 증
식을 유도하고 그에 대한 GPR119의 억제 효과를 관찰하였다. 그 결과, 간 성
상세포주인 LX-2에서 GPR119 리간드를 처리할 경우 PDGF로 유도한 간 성
상세포의 증식이 억제되었다 (Fig. 12A). 기존 보고에 따르면 PDGF에 의한 세
포 증식에 관여하는 핵심 인자로서 peptidyl prolyl isomerase (Pin1)이 알려져 있
다 (35). 따라서 GPR119 리간드 작용에 대한 Pin1의 관련성을 평가하고자 하
였다. LX-2 세포에서 GPR119 리간드 MBX을 처치 시 Pin1의 발현이 시간 의
존적으로 감소하였다 (Fig. 12B). 이는 GPR119의 간 성상세포의 증식 억제 효
과가 Pin1 발현 조절을 매개하여 나타날 수 있는 가능성을 시사한다.  
Pin1은 생성된 TGFβ1에 의하여 활성화되는 Smad2/3 단백질 안정화에 관
여하고 TGFβ1 유도에 의한 전립선 암의 전이 및 침윤에 관여함이 보고되어 
있다 (36). 따라서 간 성상세포주인 LX-2에 Pin1 adenovirus를 형질 도입하여 
TGFβ1유도성 collagen I 및 TGFβ 발현에 대한 GPR119 리간드의 억제 효과에 
대하여 평가하였다. 그 결과, GPR119 리간드에 의한 collagen I 및 TGFβ 발현 
억제 효과가 Pin1을 과발현 시켰을 경우 반전됨을 확인하였다. 상기 결과는 
GPR119 리간드가 간 성상세포 증식을 억제하고 세포 증식 인자인 Pin1 발현 





Fig. 12. Effect of GPR119 ligand on PDGF-induced proliferation, Pin1 expression 
and TGFβ1-stimulated fibrogenic marker via Pin1. 
(A) Effect of MBX on PDGF-induced proliferation in LX-2 cells 
(B) Effect of MBX on the expression of Pin1 in LX-2 cells.  
(C) Effect of Pin1 over-expression on the repression of TGFβ1-stimulated collagen I and 




12. Pin1에 의한 간 섬유화 조절 
GPR119 리간드에 의하여 조절되는 Pin1은 세포 증식 조절 이외에 
알러지성 폐 섬유화 과정에서 호산구의 TGFβ1 생성 및 하위 신호 전달 
경로의 조절에 관여함이 보고되었다 (22). 하지만 간 섬유화에서의 Pin1의 
병태생리적 역할은 보고된 바가 없다. 따라서 Pin1의 간 섬유화에 미치는 
영향을 알아보고자 간암 환자에서 획득한 정상 간 및 섬유화 조직에서 
Pin1의 발현을 관찰하였다. 면역조직화학염색을 수행하여 관찰한 결과, 간 
섬유화 조직 중 간 성상세포에서 Pin1의 발현이 현저히 증가되어 있음을 
확인하였다 (Fig. 13A). 또한 dimethylnitrosamine (DMN)에 의하여 유도된 
마우스의 간 섬유화 조직 내에서도 Pin1의 단백질 발현이 증가함을 
관찰하였다 (Fig. 13A). 이는 Pin1이 간 섬유화 과정 및 간 성상세포 활성화에 
관여할 수 있음을 시사한다.  
간 섬유화에서 교원질의 축적은 α-SMA의 발현을 특징으로 하는 간 
성상세포의 근섬유모세포(myofibroblast)로의 분화 및 활성화에 기인한다 (8). 
간 성상세포에서 Pin1의 기능적 역할을 알아보고자 Pin1 adenovirus를 형질 
도입한 인간 간 성상세포주 LX-2를 확립하여 α-SMA의 발현을 관찰하였다. 
그 결과 Pin1 adenovirus를 형질 도입한 LX-2 세포에서 α-SMA 발현이 현저히 
증가하였다 (Fig. 13B). 이와 반대로 Pin1 short hairpin RNA (shRNA)를 도입하여 
Pin1 발현을 억제하였을 때, α-SMA의 발현이 감소하였고 Pin1 저해제인 
juglone 처리 시 α-SMA 발현이 감소함을 확인하였다 (Fig. 13B). 이상의 
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결과는 간 섬유화 진행 시 Pin1의 발현이 증가하고, Pin1은 간 성상세포의 
활성화 과정에 관여함을 지지한다. 
TGFβ1은 활성화된 대식 세포 및 간 성상세포에서 분비되는 간 섬유화 
핵심 인자로써 간 성상세포의 섬유화 유도인자 증가 및 그에 따른 세포 외 
기질을 축적시키는데 관여한다 (37). 랫드의 간에서 분리한 1차 배양 간 
성상세포에 Pin1 adenovirus를 형질 도입 시 TGFβ1 mRNA 발현이 유의적으로 
증가하였다 (Fig. 13C). 또한 Pin1 adenovirus를 형질 도입한 LX-2 세포에서 
TGFβ1 mRNA의 발현이 증가하였고 Pin1 결손형(knock out, KO) 마우스 배아 
섬유모세포에서 그 발현이 현저히 감소되었다 (Fig. 13D). 나아가 Pin1 
저해제인 juglone을 1차 배양 간 성상세포, LX-2 세포 및 마우스 배아 
섬유모세포에 각각 처리하였을 때, TGFβ1 mRNA의 발현이 농도의존적으로 







Fig. 13. Role of Pin1 in stellate cell activation and liver fibrosis.  
(A) Pin1 expression in human fibrotic liver. Pin1 immunohistochemistry. Cytoplasmic 
staining of α-SMA (arrow: red color); nuclear staining of Pin1 (arrow head: brown color). 
Significant versus normal, **p<0.01 (n=3). Pin1 expression in dimethylnitrosamine 
(DMN)-induced mouse fibrotic liver. Significant versus control, **p<0.01 (n=3). 
(B) α-SMA and Pin1 expression in Pin1-overexpressing LX-2 cells (n=3). Effects of Pin1 
shRNA (left) and juglone (right) on α-SMA expression in LX-2 cells.  
(C) TGFβ1 mRNA expression in Pin1-LX-2, Pin1+/+ MEF and primary hepatic stellate 
cells. Significant versus Ad-GFP, **p<0.01 (n=3).  
(D) Effect of Pin1 inhibitor (juglone) on TGFβ1 mRNA expression in LX-2, Pin1+/+ 






다음으로 Pin1에 의한 TGFβ1 유전자의 전사 조절을 규명하고자 하였다. 
TGFβ1 유전자의 전사 조절은 AP-1을 매개하여 조절됨이 보고되어 있다 (17). 
Pin1은 c-Jun/AP-1 또는 c-Fos/AP-1의 이성질화를 촉매하고, AP-1 의존적인 
유전자 전사 활성을 조절하므로 Pin1의 AP-1 의존적인 TGFβ1 유전자 전사 
조절의 가능성을 평가하고자 하였다. Pin1을 형질 도입한 LX-2 세포에서 AP-1 
리포터 유전자 활성이 증가하였고, Pin1 결손형 마우스 배아 섬유모세포에서 
그 활성이 감소하였다 (Fig. 14A). TGFβ1 프로모터에서 AP-1 결합부위의 
역할을 규명하고자 AP-1을 포함하는 TGFβ1 프로모터 리포터 유전자 (pGL-
1132) 및 AP-1 결합부위가 제거된 TGFβ1 프로모터 리포터 유전자 (pGL-
323)를 이용하여 전사 활성을 평가하였다. 그 결과, Pin1 결손형 마우스 배아 
섬유모세포에서 감소된 TGFβ1 프로모터 리포터 유전자 (pGL-1132) 활성이 
AP-1 결합부위가 제거된 TGFβ1 프로모터 리포터 유전자 (pGL-323) 
활성에서는 상쇄됨을 확인하였다 (Fig. 14A). 또한 Pin1 결손형 마우스 배아 
섬유모세포에서 AP-1 구성 전사인자 패밀리인 c-Jun 및 c-Fos의 핵 내 이동이 
Pin1 야생형(wild type, WT) 마우스 배아 섬유모세포와 비교하여 선택적으로 
감소함을 확인하였다 (Fig. 14B). 다음으로 AP-1 전사인자 중 선택적으로 
감소된 c-Jun과 c-Fos의 TGFβ1 유전자 발현 조절에 대한 역할을 규명하고자 
하였다. LX-2 세포에 c-Jun과 c-Fos siRNA을 형질도입 하였을 때, c-Jun siRNA 
도입에 의하여 선택적으로 TGFβ1 mRNA 발현이 감소하였다 (Fig. 14C). 
이상의 결과는 Pin1이 c-Jun/AP-1 활성화에 따른 TGFβ1 유전자의 전사 
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Fig. 14. Role of Pin1 in c-Jun/AP-1-dependent TGFβ1 expression.  
(A) AP-1-dependent transcriptional activity in Pin1+/+ MEF and Pin1-LX-2 cells. 
Significant versus Pin1-/- MEF or GFP-LX-2 cells, *p<0.05; **p<0.01 (n=6). Promoter 
deletion analysis of TGFβ1 promoter. Significant versus Pin1-/- MEF cells, *p<0.05 (n=6).  
(B) Nuclear levels of AP-1 components in MEF cells.  





13. Pin1의 TGFβ-Smad 신호전달 경로 조절 
Pin1의 발현이 TGFβ1 수용체 하위의 Smad 신호 체계에 미치는 영향을 
규명하고자 Smad binding element (SBE) 프로모터 리포터 유전자 활성을 
평가하였다. Pin1 결손형 마우스 배아섬유모세포에서 SBE 프로모터 리포터 
유전자 활성이 Pin1 야생형 마우스 배아섬유모세포에 비해 현저히 
감소하였다 (Fig. 15A). 또한 인산화된 Smad2/Smad3의 기본 활성형이 Pin1 
결손형 마우스 배아섬유모세포에서 감소하였다 (Fig. 15A). 또한 Pin1 결손형 
마우스 배아섬유모세포 및 Pin1 저해제인 juglone을 처리한 1차 배양 간 
성상세포에서 TGFβ1 유도에 의한 Smad2/Smad3 인산화가 감소하였다 (Fig. 
15B). TGFβ1에 의한 Smad 인산화 경로를 통하여 조절되는 plasminogen 
activator inhibitor-1 (PAI-1)의 발현을 관찰한 결과, Pin1 결손형 마우스 
배아섬유모세포 및 Pin1 shRNA를 형질 도입한 LX-2 세포에서 기본형 및 
TGFβ1 유도성 PAI-1 발현이 감소하였다 (Fig. 15C and 15D). 나아가 DMN에 
의하여 유도된 간 섬유화 조직 중 PAI-1 발현 증가가 Pin1 저해제인 juglone 
투약 군에서 감소함을 확인하였다 (Fig. 15D). 이는 Pin1이 TGFβ1−Smad 









Fig. 15. Role of Pin1 in TGFβ1-dependent Smad2/3 activation and PAI-1 expression. 
(A) Smad binding element (SBE) reporter activity and nuclear levels of phospho-Smad2/3 
in MEF cells. Significant versus Pin1-/- MEF cells, *p<0.05 (n=6).  
(B) Amplification of TGFβ1-induced Smad2/3 phosphorylation in Pin1+/+ MEF, Pin1-/- 
MEF and primary hepatic stellate cells. 
(C) PAI-1 expression in Pin1+/+ and Pin1-/- MEF cells (n=3). Effect of Pin1 shRNA on 
PAI-1 expression in LX-2 cells.  
(D) TGFβ1-stimulated PAI-1 expression in Pin1+/+ and Pin1-/- MEF cells. PAI-1 
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GPR119는 당뇨병 치료제의 신규 타겟으로 GPR119 리간드인 MBX-2982가 
임상 2상이 완료되어 있음이 보고되어 있다 (38). 기존 연구결과에서 
GPR119의 간 내 발현이 거의 관찰되지 않았고, GPR119 결손형 마우스의 
혈중 자유지방산과 중성지방 양이 정상 마우스에 비하여 높지 않다는 사실은 
비알콜성 지방간에 대한 GPR119 리간드의 효능을 평가하지 않은 이유가 
되었다 (39). 하지만 bonini 등의 특허에서 췌장에서 발현되는 GPR119의 
발현과 비교하여 그 발현이 낮지만, 인간 및 마우스의 간 조직 내에서 
GRP119가 mRNA 수준에서 발현되어 있음을 제시한 바 있다 (40). 본 
연구에서 수행한 면역화학조직 염색 및 중합효소연쇄반응(PCR) 결과를 
통하여 GPR119가 인간과 마우스의 간 조직 및 마우스의 간세포에서 
발현되어 있음을 증명하였다. 
인체 내 지질 대사는 지질의 합성, 산화 및 배출간의 평형 유지가 간에 
의하여 엄격히 조절되고 있다 (41). 특히 간 내 인슐린 저항성(insulin 
resistance)은 비정상적인 지질 합성 조절과 밀접한 관련이 있다 (1). 본 
연구의 새로운 발견은 GPR119 결손형 마우스의 간세포에서 지질 합성 
효소인 FAS, ACC의 발현이 특이적으로 증가하는 것이다. 이는 GPR119가 
간세포의 지질 합성(lipogenesis)에 영향을 미치고 있음을 시사한다. 
SREBP-1은 지질 합성 효소, 지방산 흡수(uptake)와 관련된 유전자 발현을 
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조절하는 핵심 전사인자로서 SREBP-1이 과발현된 마우스는 중성지질의 
비정상적인 축적을 나타낸다 (29, 42). 특히 간 내 SREBP-1은 제2형 당뇨병, 
이상지질혈증 및 지방간 발병과 밀접한 관련이 있다 (43). 본 연구에서는 
GPR119의 선택적 리간드인 두 약물(MBX2982, GSK1292263)이 마우스에서 
1차 배양한 간세포 및 고지방식이로 유도한 지방간 동물모델에서 지질 
생성을 효과적으로 억제함을 최초로 규명하였다. 또한 고지방 식이로 유도한 
지방간 병리 모델에서 GPR119 리간드 투여는 간 내 지질 축적을 억제함과 
동시에 지질 합성 효소의 발현을 감소시켰으며 이들 유전자 발현의 핵심 
전사인자인 SREBP-1의 발현 역시 억제하였다. 이러한 GPR119 리간드의 
지방간 감소 효과는 GPR119이 결손된 마우스에서 나타나지 않았다. 이는 
GPR119의 활성화가 비알코올성 지방간 치료에 효능이 있음을 제시한다.  
GPR119 리간드는 췌장의 베타세포 및 소장의 장내분비세포인 K-세포와 
L-세포에서 GLP-1의 분비를 증가시켜 항당뇨 효과를 나타낸다 (12). 기존 
보고에 따르면 GLP-1 analogue는 유전성 비만 마우스(ob/ob 마우스)의 간 및 
간세포 내 지질 축적을 억제한다 (44, 45). 하지만 glucose에 의하여 분비되는 
혈중 GLP-1은 dipeptidyl peptidase-4 (DPP-4) 효소에 의하여 수분 내로 빠르게 
분해되는 반면 GLP-1 analogue는 DPP-4 효소에 대한 저항성이 있다 (46). 항 
지방간 효과를 갖는 GLP-1 analogue의 용량(10~20 µg/kg)은 항 당뇨 효과를 
갖는 GLP-1 analogue의 용량(2~3 µg/kg)에 비하여 매우 높은 편이다 (45, 47). 
또한 항 당뇨 효과를 갖는 GLP-1의 혈중 농도(총 GLP-1 기준: 70~150 
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pmole/L)는 GPR119 리간드에 의하여 증가된 GLP-1 혈중 농도(총 GLP-1 기준: 
20 pmole/L)와 비교 시 상대적으로 높은 농도에서 나타나는 효과임을 고려할 
때 (48, 49), GPR119 리간드의 항 지방간 효과는 GLP-1 분비 효과에 의한 
것은 아니라고 예측된다. GPR119 리간드의 지방간 억제 효과는 지방산 산화 
및 배출을 증가시키는 복합적인 작용으로 나타날 가능성이 있다. 하지만 
정상 마우스 및 GPR119가 결손된 마우스에서 혈중 중성지질의 농도를 
측정하였을 때, GPR119 리간드 투여시 중성지질의 양은 변화가 없었다. 
그리고 GPR119 활성화가 마우스의 1차 배양한 간세포 및 인간 간세포주에서 
지질 축적을 직접적으로 억제한 결과로 보아 지방간에 대한 GPR119 
리간드의 억제효과는 1차적으로 간세포 내 지질합성경로의 억제를 통해 
일어나는 것으로 사료된다. 결론적으로 GPR119 및 그에 대한 활성화가 
SREBP-1을 매개로 한 간 내 지질 합성 경로를 억제할 수 있는 새로운 
타겟이 될 수 있음을 제시하였다.  
LXRα는 간세포에서 SREBP-1의 유전자 발현을 유도하고, 지질 항상성을 
조절하는 중요 전사인자이다 (50). LXRα의 대표적인 리간드인 T0901317 
(T090)를 마우스에 투여하였을 때, SREBP-1 의존적인 지질 합성 효소의 
발현과 혈중 및 간 내 중성지질 함량이 현저히 증가됨이 밝혀져 있다 (51). 
본 연구에서 인간 간세포주에 GPR119 리간드 처리 시 LXRα 리간드(T090) 
처리에 의하여 증가된 SREBP-1의 발현 및 지질 합성 효소의 발현이 
억제됨을 확인하였다. 이는 GPR119 활성화가 LXRα 신호 전달 경로와 
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연결되어 있음을 시사한다. 정상 마우스의 간세포에서 관찰되는 MBX 리간드 
3 µM에서 나타나는 SREBP-1 발현 억제 효과는 GPR119가 결손된 
간세포에서는 나타나지 않았다. 하지만 MBX 10 µM 처리시 SREBP-1 발현 
억제 효과가 GPR119가 결손된 간세포에서 관찰되었다. 기존 보고에 따르면 
GPR119의 내인적 리간드인 oleoylethanolamide는 peroxisome proliferator-
activated receptor-α (PPAR-α) 리간드로 작용하여 체중감소효과를 가지고 있다 
(12, 52). 이는 GPR119 리간드의 SREBP-1 발현 억제 효과가 GPR119를 경유한 
신호 전달 경로 이외의 다른 신호 전달 경로도 부분적으로 관여할 가능성이 
있는 것으로 판단된다. 
AMPK는 생체 내 에너지 인식 및 항상성을 조절하는 주요 인자로서 지질 
합성 및 분해 경로에 관여하여 간 내 지질대사를 조절하는 α소단위(α1, α2), 
β소단위(β1, β2)와 γ소단위(γ1, γ2, γ3)로 구성된 heterotrimeric 효소이다. AMPK는 
α소단위의 N-말단(N-terminal) 촉매 부위 중 쓰레오닌(threonine) 172번 
잔기(Thr-172)의 인산화에 의하여 활성화된다 (53). 활성화된 AMPK (Thr-172의 
인산화)는 지질 합성 효소의 유전자 발현을 억제시키는데, 그 중 지질 
합성에 중요한 전구체인 malonyl-CoA를 합성하는 ACC의 세린(serine) 79번 
잔기(ser-79)를 인산화시켜 ACC를 불활성화시킨다 (54). 마우스에서 분리한 
1차 배양 간세포 및 인간 간세포주에서 GPR119 리간드를 처리하였을 때, 
AMPKα의 쓰레오닌 172번 잔기 및 ACC의 세린 79번 잔기가 인산화되었다. 
대표적인 AMPK 활성화제인 metformin 과 5-amino-1-β-D-ribofuranosyl-
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imidazole-4-carboxamide (AICAR)의 경우도 직접적으로 SREBP-1c 내 
세린(serine) 372번 잔기(Ser-372) 를 인산화시켜 SREBP-1을 불활성화 시킨다 
(30). 본 연구에서 GPR119 리간드가 SREBP-1c 내 세린 372번 잔기를 
인산화시키는 것을 밝혔으며, 이는 GPR119 리간드의 SREBP-1의 
불활성화시키는 경로로서 제시될 수 있다. 
GPR119는 Gα stimulatory (Gαs) 단백질을 경유한 cAMP를 증가시키고 PKA 
신호 활성화 경로를 통하여 GLP-1 및 인슐린 분비를 촉진하는 작용을 
나타낸다 (12). 본 연구에서 cAMP response element (CRE) 의 리포터 분석을 
통하여 GPR119 리간드 처리에 의해 cAMP/PKA 신호 경로가 활성화 되는 
것을 확인하였다. 그러나 PKA 저해제인 H-89를 도입하였을 때 GPR119 
리간드의 SREBP-1 억제 효과가 반전되지 않았고 AMPK의 억제제인 
compound C 및 DN-AMPK 도입하였을 때 GPR119 리간드에 의한 SREBP-1 
발현 억제가 회복되었다. 이는 기존에 알려진 GPR119 리간드의 cAMP 증가 
작용에 의한 GLP-1 및 인슐린 분비와는 별개의 작용으로 GPR119 리간드가 
AMPK 활성화를 통하여 지질 합성 신호 전달 경로를 억제하고, Gαs 단백질 
이나 다른 종류의 G 단백질을 경유하여 지질 합성 신호 전달 경로를 억제할 
가능성이 있다. 결론적으로, 간세포 내에 발현하는 GPR119가 AMPK 신호 
전달 경로를 매개로 한 SREBP-1의 불활성화를 통하여 지질 합성 경로를 
억제한다는 것을 최초로 규명하였고, 비알코올성 지방간 치료를 위한 
효과적인 약물 작용점이 될 수 있음을 제시하였다. 
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NAFLD의 마지막 단계인 간 섬유화는 무증상의 상처 치유과정이지만 
지속적인 간세포의 손상 및 염증반응이 반복적으로 일어나게 되면 
간경변증으로 발전되어 사망에 이르게 된다 (55). 이러한 간 섬유화 유도 
과정에서 세포 외 기질을 생산하는 주 생산원인 간 성상세포(hepatic stellate 
cell)는 근섬유모세포(myofibroblast)로 분화 및 활성화되며 교원질을 포함하는 
각종 세포 외 기질 생성 증가를 야기한다. 따라서 성상세포 활성화 및 관련 
신호 전달 경로의 억제가 섬유화를 개선할 수 있는 약리 타겟으로 제시되고 
있다 (8). 본 연구에서 인간 간 섬유화 조직 내 간 성상세포 및 마우스에서 
분리한 1차 배양 간 성상세포에서 GPR119가 기본적으로 발현되어 있음을 
최초로 규명하였다. 또한 성상세포가 활성화 되는 과정에서 유도되는 
collagen I의 발현이 GPR119 리간드에 의하여 억제되었다. 나아가 
사염화탄소로 유도한 간섬유화 병리 모델에서 GPR119 리간드는 간 조직 내 
교원질인 collagen 침착 및 간 섬유화를 유도하는 강력한 사이토카인 TGFβ의 
생성을 억제하였다.  또한 간 성상세포의 활성화 지표인 α-SMA의 발현이 
억제되는 것을 관찰하여 GPR119 리간드가 간 성상세포의 활성화 과정을 
억제시킨다는 것을 확인하였다. 따라서, GPR119 리간드는 간 섬유화의 개선 
및 억제에 기여할 것으로 판단된다. 
TGFβ는 간 성상세포의 강력한 섬유화 촉진 인자이며 간 성상세포 자체가 
TGFβ의 주 생성원이다 (56). 또한 TGFβ는 성상세포에 존재하는 수용체 
[( type II (TβRII) and type I (TβRI) receptor] 를 통하여 Smad2/Smad3 인산화 신호 
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전달 체계를 이용하여 섬유화 유도인자의 전사적 활성화를 유도한다 (56). 본 
연구에서 TGFβ1에 의하여 증가되는 섬유화 유도 인자 발현이 GPR119 
리간드에 의해 억제되었고, 나아가 TGFβ1에 의한 Smad2 및 Smad3의 인산화 
및 핵 내 이동 증가가 GPR119 리간드에 의해 감소함을 밝혔다. 따라서, 
GPR119 활성화는 간 성상세포의 활성화 및 TGFβ 신호 전달 경로를 
억제함으로써 섬유화 유도 인자의 발현 억제를 통하여 간 섬유화 개선에 
기여하는 것으로 사료된다.  
상기 제시된 GPR119에 의해 활성화되는 AMPK는 생체 내 에너지 
항상성을 조절하는 인자로서 작용할 뿐만 아니라 간 섬유화 신호 전달 
체계에도 관여함이 보고되어 있다 (57, 58). AMPK 활성화는 간 성상세포의 
가장 강력한 증식인자인 PDGF에 의하여 유도되는 세포 증식(proliferation) 및 
이동(migration)을 억제한다 (59). Adiponectin의 간 성상 세포에서 나타나는 항 
섬유화 효과 또한 AMPK 활성화를 매개하여 나타난다 (58). 간 성상세포에서 
GPR119 리간드는 AMPK를 강력하게 인산화시켰으며, TGFβ1에 의하여 
증가하는 간 섬유화 유도 인자 발현에 대한 GPR119 리간드의 억제 효과가 
AMPK 억제에 의하여 반전됨을 확인하였다. 그러나 GPR119의 잘 알려진 
cAMP/PKA 신호 전달 경로는 성상세포에서 GPR119 리간드에 의하여 활성화 
되었지만, PKA 억제에 의한 GPR119 리간드의 collagen I 및 TGFβ 발현 억제 
효과는 회복되지 않았다. 이는 GPR119 리간드가 기존에 제시된 신호 전달 
경로가 아닌 AMPK 활성화를 통하여 간 섬유화 유도 인자 억제 효과를 
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나타낼 가능성을 제시한다. 하지만 TGFβ1-Smad2/3 인산화 신호 전달 경로에 
대한 GPR119 리간드의 억제 효과는 AMPK 억제를 통하여 부분적으로 반전 
되었을 뿐 완벽하게 회복시키지는 못하는 것으로 보아 AMPK 활성화 신호 
이외의 기전이 존재할 것으로 예측된다. TGFβ에 의한 Smad2/3의 생물학적 
활성도(biological activity) 조절은 전사보조활성인자(transcriptional co-activator)인 
p300과 상호 작용하여 조절됨이 밝혀져 있다 (60, 61). 정상 피부 및 폐 
섬유모세포에서 p300을 형질도입하여 과발현 시켰을 경우 Smad 의존적으로 
교원질의 유전자 발현이 증가되고, p300의 발현을 유전적으로 억제하였을 때 
TGFβ에 의하여 유도되는 섬유화 인자의 발현이 감소됨이 보고되었다 (62, 63). 
p300은 Smad2/Smad3의 N-말단 부위(N-terminal region)의 라이신(lysine) 잔기를 
아세틸화(acetylation)하여 Smad의 전사적 활성도를 증가시킴으로써 섬유화 
유도 인자의 발현을 유도한다 (62). 기존 보고에 따르면 AMPK 활성화는 간 
성상세포에서 Smad3와 p300과 상호작용을 경쟁적으로 저해하고 p300의 
프로테아좀 분해를 증가시킴으로써 TGFβ1 유도성 collagen 및 α-SMA의 발현 
증가를 억제시킨다 (34). 본 연구에서 TGFβ1 처리 시 증가되는 
Smad2/Smad3와 p300간의 상호 작용이 GPR119 리간드 처치 시 감소하였고, 
이는 AMPK의 p300의 결합 증가와 함께 p300의 프로테아좀 분해 증가에 
의한 결과임을 도출하였다. 따라서 GPR119 리간드가 AMPK 신호 전달 
경로를 매개로 한 p300과 Smad2/3의 상호작용 제어를 통하여 간 성상세포의 
활성화 및 섬유화 유도 인자의 발현을 억제하는 것으로 사료된다. 
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활성화된 간 성상 세포는 PDGF, EGF (Epidermal growth factor), FGF (fibroblast 
growth factor) 및 IGF (Insulin-like growth factor)에 의하여 증식이 유도되는데 그 
중 PDGF가 가장 강력한 성장인자이다 (64). 간 섬유화 유도 과정에서 
활성화된 성상세포는 PDGF 수용체 발현이 증가되고 이는 만성적인 간세포 
손상 및 염증반응으로 증가된 PDGF에 의하여 수용체의 활성이 증가되며 
동시에 PDGF의 분비도 증가하게 된다 (65). 이러한 PDGF의 성상세포의 
증식은 p27kip1 억제를 통하여 cyclinE–CDK2 복합체의 S phase의 과정에 대한 
촉진에 의하여 유도된다 (66). PDGF는 다양한 질환에서 세포 증식인자로 
작용하는데 혈관 평활근 세포 증식 인자로서 혈관내막 과다형성(intimal 
hyperplasia)을 일으키고, 세포주기의 G1/S checkpoint 주요 조절자인 cyclin 
D1의 발현을 유도하여 세포의 증식을 유도한다 (21, 67). 특히 PDGF에 의한 
세포 주기 조절은 Pin1의 활성화를 통한 cyclin D1의 전사적(transcriptional) 
또는 번역후 변형(posttranslational) 과정 조절을 통하여 일어난다 (68). 실제로 
Pin1에 의해 조절되는 인자는 cyclin D, cyclin E, p53, p73, p27kip1, β-catenin, MYC, 
RAF1 등으로 세포주기(cell cycle) 조절에서 중요한 역할을 하고 있으며, 
Pin1의 과발현은 암의 증식(proliferation) 및 이동능(migration) 획득에 관여하고 
세포의 비정상적인 증식을 촉진한다 (69-71). 본 연구에서는 PDGF에 의하여 
유도되는 간 성상세포 증식이 GPR119리간드에 의하여 억제되고, PDGF의 
증식 조절에 관여하는 Pin1의 발현이 GPR119에 의하여 감소함을 밝혔다. 
또한 AMPK 활성화는 Pin1의 발현을 억제하고 Pin1 자체가 AMPK과 직접 
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결합하여 AMPK 활성을 억제함이 보고 되어 있다 (72, 73). 따라서 
GPR119리간드에 의한 Pin1의 억제 및 간 성상세포의 증식 억제 효과는 
AMPK 활성화에 기인하는 것으로 예측된다.  
GPR119 리간드에 의하여 조절되는 Pin1은 세포 증식 인자 이외에 퇴행성 
뇌질환, 만성 염증성 질환, 심혈관계 질환 및 종양형성 등 다양한 병리 
과정의 신호전달 경로에 관여함이 보고되어 있다 (18, 74, 75). 기존 보고에 
따르면 Pin1이 호산구의 TGFβ의 유전자 발현 및 단백질 안정화에 관여하고, 
Pin1 결손형 마우스에서 TGFβ-Smad3 신호 전달 경로 및 폐 섬유화가 
억제되었다 (76). 본 연구에서는 DMN으로 유도한 간 섬유화 조직 및 인간 
간 섬유화 조직에서 Pin1 발현이 증가되어 있고 특히 간 섬유화 조직 중 간 
성상세포에서 그 발현이 증가되어 있음을 최초로 규명하였다. 
간 성상세포의 활성화는 α-SMA의 발현을 특징으로 나타내고 TGFβ1의 
발현 증가를 통하여 교원질 등의 세포 외 기질의 축적을 야기한다 (77). 본 
연구에서는 간 성상세포에서 Pin1을 과별현시켰을 경우 α-SMA 및 TGFβ1의 
발현이 현저히 증가함을 확인하였고 이와 반대로 Pin1의 발현을 저해하였을 
때 α-SMA 및 TGFβ1의 발현이 감소하였다. 이는 Pin1이 간 성상세포의 
활성화 과정에 관여하고 TGFβ1의 유전자 발현을 조절할 수 있음을 제시한다. 
TGFβ1 유전자의 전사 조절은 대표적으로 AP-1, Zf9 및 NF1 등에 의하여 
조절됨이 밝혀져 있다 (78, 79). 특히 간 성상세포는 AP-1 활성화에 의하여 
collagen I 및 interleukin-8과 같은 염증성 사이토카인의 생성을 촉진한다 (80, 
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81). AP-1은 Jun, Fos 또는 ATF family로 구성되어 있으며, 이는 동종이합체 
(homodimer) 또는 이질이합체(heterodimer) 복합체를 형성하여 TGFβ 및 
염증성 사이토카인의 발현을 유도한다 (80, 82). AP-1 복합체는 -453과 -323bp 
사이에 위치한 2개의 AP-1 결합부위(binding site)를 이용하여 TGFβ1의 유전자 
발현 증가 및 자가 유도(auto-induction)를 조절한다 (78, 79). 또한 Pin1은 
인산화된 c-Jun/c-Fos의 이성질화(isomerization)에 관여하여 AP-1을 
활성화시킨다 (80, 83). 특히 c-Jun의 인산화된 세린 63/67번-프롤린 모티프(Ser 
63/67-pro motif)에 결합함으로써 c-Jun에 대한 목적 프로모터(promoter)의 
전사적 활성화를 증가시킨다 (17, 82). 본 연구에서는 간 성상세포에서 Pin1을 
과발현 시켰을 경우, AP-1 및 TGFβ1 리포터 유전자 활성이 증가됨을 
확인하였다. 나아가 AP-1 구성인자 패밀리 중 c-Jun 및 c-Fos가 Pin1에 
의하여 선택적으로 활성화되고, 그 중 c-Jun 억제 시 TGFβ1 유전자 발현이 
감소되었다. 이는 Pin1이 c-Jun/AP-1 의존적으로 TGFβ1의 전사 활성을 
조절함을 의미한다.  
Pin1은 TGFβ1에 의하여 활성화된 Smad3에 대한 linker region의 인산화된 
쓰레오닌 179번 잔기-프롤린 모티프(Thr 179-proline motif)에 작용하고, Pin1 
억제를 통하여 TGFβ1에 의한 세포 이동이 억제됨이 보고되어 있다 (36). 본 
연구에서는 기본형 및 TGFβ1 유도성 Smad2/Smad3의 인산화와 SBE 리포터 
활성이 Pin1을 억제하였을 경우 현저히 감소되고, TGFβ1에 의하여 유도되는 
섬유화 유도 인자인 PAI-1의 발현 또한 Pin1 억제를 통하여 감소됨을 
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확인하였다. 이는 간 성상세포에서 Pin1이 TGFβ1-Smad 신호 전달 경로 
활성화에 관여함을 제시한다. 결론적으로 간 섬유화 과정 중 간 
성상세포에서 Pin1은 c-Jun/AP-1 의존적인 TGFβ1 유전자 발현과 TGFβ1-Smad 
신호 전달 경로를 조절하는 주요 인자이며, 이는 간 섬유화 예방 및 치료를 
위한 새로운 약물 작용점으로 제시될 수 있다. 
종합하면 다음과 같다. GPR119는 간세포에 발현되어 있고 GPR119 
리간드에 의하여 활성화되었을 경우 AMPK 신호 전달 경로를 매개한 
SREBP-1의 활성화 억제를 통하여 간세포 내 지질 축적을 억제할 수 있다. 
GPR119는 간 성상세포에서도 발현되어 있으며, GPR119 리간드 자극 시 
간세포와 마찬가지로 AMPK 활성화를 통하여 성상세포의 활성화 억제 및 
TGFβ1 유도성 세포 외 기질 축적을 억제함으로써 간 섬유화를 개선시킬 수 
있음을 규명하였다. 또한 간 섬유화 조절의 주요 인자인 Pin1이 간 
성상세포의 활성화 및 TGFβ1 유전자 발현 조절과 TGFβ1-Smad2/3 신호 전달 
경로를 조절하는 주요 인자임을 도출하였고, GPR119 리간드가 Pin1 발현을 
억제한다는 사실을 최초로 규명하였다. 상기 결과들은 GPR119가 비알코올성 
지방간 질환 중 초기단계인 지방간 및 마지막 단계인 간 섬유화증에 대한 
신규 약물 표적분자로서 효과적인 약물 작용점이 될 수 있음을 제시한다 
(Fig. 16).  
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Fig. 16. A schematic diagram illustrating the mechanism by which GPR119 ligand 
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Inhibition of hepatic steatosis and fibrosis by GPR119 
ligands 
 
Jin Won Yang 
Advisor: Prof. Keon Wook Kang 
 
Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) is a wide spectrum of liver diseases 
including steatosis (fatty liver) which shows massive triglyceride deposition in 
hepatocytes, non-alcoholic steatohepatitis (NASH) with hepatocyte injury and 
inflammation, fibrosis, cirrhosis and hepatocellular carcinoma. The elevated lipogenesis 
of fatty acids are the distinct feature of steatosis, which is associated with insulin 
resistance and give rise to severe liver damage and fibrosis. Nevertheless, therapeutic 
management of hepatic steatosis and fibrosis has been one of the unsolved clinical 
problems. 
G-protein-coupled receptor 119 (GPR119) is a therapeutic potential for type 2 diabetes 
mellitus. However, the role of GPR119 activation in hepatic steatosis and fibrosis and its 
precise mechanism has not been determined. A previous study showed that GPR119 was 
mainly expressed in pancreatic islets and gastrointestinal tract, but not in liver tissues. 
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Results of the present study revealed for the first time that GPR119 was expressed in 
hepatocytes and hepatic stellate cells (HSCs). The basal expression of lipogenic enzymes 
and LXR ligand (T0901317)-induced SREBP-1 expression, an important lipogenesis 
transcription factor was enhanced in primary cultured hepatocytes isolated from GPR119 
knock out (KO) mice as compared to those from GPR119 wild type (WT) mice. GPR119 
ligands in phase II clinical trials (MBX-2982 and GSK1292263) inhibited SREBP-1-
mediated induction of lipogenic enzymes and lipid accumulation in primary cultured 
hepatocytes exposed to high glucose and insulin. In high fat diet (HFD)-induced hepatic 
steatosis animal model, administration of MBX-2982 and GSK1292263 reduced the 
hepatic expression of SREBP-1 and lipogenic enzymes, and hepatic lipid accumulation 
was also significantly suppressed by MBX-2982 administration. Whereas, the anti-
steatotic effect of GPR119 ligand was abolished in GPR119 KO mice. MBX-2982 
activated AMP-activated protein kinase (AMPK) and stimulated phosphorylation of Ser-
372 SREBP-1c, an inhibitory form of SREBP-1c. Moreover, MBX-2982-induced down 
regulation of SREBP-1 was recovered by AMPK inhibition. 
End stage of NASH is accompanied by liver fibrosis and cirrhosis. Because GPR119 
was obviously expressed in HSCs, I was interested in clarifying the role of GPR119 in 
hepatic fibrogenesis. In primary cultured HSCs or a human stellate cell line, LX-2 cells, 
MBX-2982 inhibited the activation of HSCs and TGFβ1-induced Smad2/3 
phosphorylation and expression of fibrogenic genes. In carbon tetrachloride (CCl4)-
 ９２ 
 
induced liver fibrosis model, MBX-2982 treatment attenuated the hepatic accumulation 
of collagen and expression of α-smooth muscle actin (α-SMA) and transforming growth 
factor β (TGFβ). MBX-2982 also activateed AMPK in HSCs. MBX-2982-mediated 
AMPK activation was linked to the inhibition of TGFβ1-induced fibrogenic genes 
expression. MBX-2982 reduced TGFβ1-stimulated Smad3 binding with transcriptional 
co-activator p300 in accordance with reduction of Smad3 acetylation. MBX-2982 
enhanced protein interaction between AMPK and p300, which subsequently caused 
proteasomal degradation of p300. 
I further found that MBX-2982 inhibited platelet derived growth factor (PDGF)-
induced cell proliferation and the expression of peptidyl-prolyl isomerase (Pin1) in HSCs.  
Pin1 functions as a master regulator for diverse signaling molecules important for cell-
cycle progression. Pin1 plays a pivotal role in several diseases including 
neurodegeneration, pulmonary fibrosis and cancer. I identified that Pin1 was 
overexpressed in either fibrotic liver homogenates isolated from dimethylnitrosamine 
(DMN)-treated mice or human fibrotic liver tissues. Pin1 inhibition by juglone or shRNA 
decreased α-SMA protein expression and TGFβ1 mRNA levels in HSCs. Pin1-mediated 
c-Jun/activator protein-1 (AP-1) activation was involved in the regulation of TGFβ1 gene 
transcription. Pin1 knockdown inhibited TGFβ1-induced Smad2/3 phosphorylation and 
plasminogen activator inhibitor-1 (PAI-1) expression. 
Overall, GPR119 is expressed in hepatocytes and HSCs. I demonstrate for the first 
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time that GPR119 ligand regulates hepatic steatosis by inhibiting SREBP-1-mediated 
lipogenesis gene expression, and prevents liver fibrogenesis by inhibiting the activation 
of HSCs and TGFβ1-mediated Smad activation. GPR119 ligand also inhibited 
proliferation of HSCs and Pin1 expression. Pin1 is a crucial factor for HSC activation and 
TGFβ1 gene expression. GPR119 is a potential therapeutic target of hepatic steatosis 
and fibrosis, and its ligand may be a candidate for anti-NAFLD therapy. 
 
Keywords: hepatic steatosis, hepatic fibrosis, GPR119, Pin1, new drug target 
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